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I. INTRODUÇÃO 
Desde que CLAUDE BERNARD (1857), descobriu a ação 
inibitória do cianeto sobre a respiração, fato que foi 
demonstrado, a nivel celular, por WARBURG (1911) com sangue de 
galinha desfibrinado e ainda com a demonstração de WARBURG (1926) 
da ação inibitória do monóxido de carbono sobre a 
citocromoxidase, o mecanismo de ação das drogas passou a ser 
considerado em termos de lesão bioquímica produzida a nivel 
molecular. Por outro lado, PETERS (1949) ao elucidar o mecanismo 
de ação dos gases de guerra, Lewisite e Yperite, atribui à 
inativação dos grupos sulfidrilicos toda a sintomatologia da 
intoxicação e ao esclarecer as causas responsáveis pela 
mortandade de bovinos que assolava a Africa do Sul, PETERS (1952) 
aponta o fluoracetato presente na seiva do Dichapetalum cymosum, 
planta venenosa que participava da alimentação do gado, como 
sendo o principio ativo inibidor da aconitase, enzima do ciclo de 
Krebs. Todos esses dados e os demais que se desenrolaram nos 
estudos dos efeitos produzidos pelas drogas sobre o metabolismo, 
despertaram interesse para o estudo das lesões bioquímicas e 
abriram caminho para a sintese e a aplicação dos inibidores 
metabólicos. 
Embora se reconheça que a ação das drogas nos sistemas 
biológicos repousa numa interação molecular, suas consequências 
se retratam nas modificações funcionais ou morfológicas que 
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produzem. Muitas das lesões bioquímicas permanecem ainda 
desconhecidas, apesar de permitirem, todavia, que se avalie as 
consequências das interações a que dão lugar. 
A descoberta e a síntese dos análogos e dos 
antimetabòlitos, deu ensejo a que se desenvolvessem numerosas 
substâncias de emprego farmacológico e quimioteràpico e, mesmo, 
de compostos químicos como os pesticidas, de larga aplicação na 
agropecuária e no combate a diversas endemias. 
A partir da descoberta dos organofosforados como 
agentes anticolinesterásicos, cresceu também, o interesse em 
empregá-los como inseticidas e, principalmente, em estudar suas 
propriedades químicas e bioquímicas, sem descartar a 
possibilidade de serem reconhecidos como potenciais armas de 
guerra (KOELLE & GILMAN, 1949). 
O intensivo emprego dos compostos organofosforados na 
agricultura, trouxe, como novo aspecto do problema, a iatrogênese 
do agricultor e a do meio ambiente, CHABOUSSOU (1980). 
Além das intoxicações causadas por compostos 
organofosforados em agricultores, a poluição das águas e dos 
mananciais e a deposição dos venenos nos organismos aquáticos, 
especialmente nos peixes, acarretam grandes prejuízos à 
piscicultura e para a alimentação humana e animal. Ademais, além 
desses compostos, outros biocidas, solventes tóxicos, metais 
pesados, detergentes, hidrocarbonetos de petróleo, efluentes 
industriais e os não menos importantes, representados pelos 
organoclorados, carbamatos, princípios ativos de plantas como 
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a rotenona, o piretro, são também de uso amplo. Pela lesão 
bioquímica, altamente especifica, que os organofosforados 
(Paration, paration metílico, diazinon, malation, diclorvos e uma 
vasta lista em expansão) causam, o objetivo principal do presente 
trabalho foi o de estudar os efeitos subletais do Folidol 600 
(Paration metílico) em Callichthys callichthys (Pisces, 
Teleostei). 
Química dos organofosforados 
O tetraetilpirofosfato (TEPP), conhecido desde os 
meados do século passado, foi desenvolvido em 1937 na 
Farbenfabriken Bayer, Alemanha, por SCHRADER (ver HOLMSTEDT, 
1959). Devido às propriedades nicotinicas que apresentava, o TEPP 
foi destinado ao uso agrícola, em substituição à nicotina. Se 
bem que não se tenha revelado eficaz como inseticida, mostrou-se 
dotado de extrema toxicidade para os mamíferos e pouco 
resistente à hidrólise espontânea quando em presença de 
umidade. 
Entre os mais importantes compostos sintetizados por 
aquele pesquisador, estão o paration e seu metabólito ativo, o 
paraoxon, ambos produtos de baixa volatilidade e estáveis quando 
em solução aquosa, razão pela qual foram largamente empregados 
como inseticidas na agricultura. Porém, compostos menos perigosos 
foram preferidos para uso doméstico. 
4 
Os primeiros estudos realizados com o paration 
demonstraram que esse, quando purificado de seus contaminantes, 
tornava-se inativo e não inibia a acetilcolinesterase, 
"in vitro", ao passo que o paraoxon, pelo contrário, continuava 
ativo. O paration para tornar-se ativo na forma de paraoxon, o 
faz em função de uma síntese letal que se processa no fígado 
(DU BOIS et al, 1949), por efeito das oxigenases de função mista 
do retículo endoplasmâtico (NEAL, 1967). 
O paration, em consequência de sua alta toxicidade 
para os mamíferos (MURPHY, 1980), qualquer que fosse a via de 
administração, foi responsabilizado por envenenamento de animais 
ocorrido em consequência de seu emprego. Por esse motivo, outros 
organofosforados tomaram-lhe o lugar. 
Os compostos organofosforados demonstraram possuir 
toxicidade elevada para os mamíferos cujos sinais e sintomas de 
envenenamento se caracterizam pela hiperatividade dos nervos e 
das junções colinêrgicas. Os sinais e sintomas da intoxicação 
podem ser aliviados pela atropina mediante o bloqueio das ações 
da droga nos centros receptores muscarinicos, inclusive o aumento 
das secreções traquiobrônquica e salivar e da broncoconstrição 
produzindo amplo estimulo dos gânglios autônomos e, em graus 
moderados, ações centrais. A atropina não exerce qualquer efeito 
na reativação muscular do animal intoxicado, a qual, juntamente 
com outros efeitos periféricos e centrais, é removida pela 
pralidoxima, reativador da acetilcolinesterase. 
A fórmula geral dos compostos organofosforados, 
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inibidores da colinesterase foi estabelecida por SCHRADER (ver 
HOLMSTEDT, 1959). Os mais significativos representantes do grupo 
tem suas fórmulas estruturais representadas na Figura 1. 
RI 0 (S) DL50 em ratos machos 
P ^ (mg/kg) * 
R2 "" ^ X 
Administração 
Oral Dermal 
C2H50 ^ ^ S 
Paration P ^ 13 21 
C2H50 ^ ^ 0-<^ Q y>-N02 
CH30 ^ ^ S 
Paration P 14 67 
metílico CH30 ^ ^ 0-<^ Q ^>-N02 
C2H50 ^ ^ O 
Diazinon P N ^ 108 200 





CH30 ̂  O 
Malation P "" 1375 4444 
CH30 "" CHCOOC2H5 
I 
CH2COOC2H5 
* Dados de Murphy (1980) 
Figura 1. Estrutura de alguns compostos organofosforados 
utilizados como inseticidas. RI e R2 podem ser alquil, alcôxi, 
amida, mercaptana ou outros grupos e X pode ser um grupamento 
halogeneto, cianeto, tiocianato, fenôxi, tiofenôxi, fosfato ou 
carboxilato. 
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Mecanismo da intoxicação organofosforada 
A acetilcolina atua como neurotransmissor nas sinapses 
e nas junções neuromusculares e, bem assim, o neurohormônio 
colinérgico, que è o transmissor dos impulsos nervosos nas placas 
motoras terminais que se estabelecem entre o nervo e o 
músculo. 
Sabe-se que, a estimulação das fibras simpáticas 
resulta, primeiro, na liberação da acetilcolina que, por sua vez, 
acarreta a liberação da norepinefrina para atuar sobre os órgãos 
efetores. 
Na terminação do axônio colinérgico, a membrana pré-
sináptica se encontra separada das pôs-sináptica por uma 
distância aproximada de 500 A. As vesículas de acetilcolina se 
rompem com a chegada do impulso nervoso libertando o 
neurohormônio que se difunde para a membrana pôs-sináptica que se 
despolariza. Essa despolarização acarreta um potencial de ação 
prolongado. 
Em intima associação com a acetilcolina existem duas 
enzimas, a colina acetiltransferase (E.C.2.3.1.6.) ou colina 
acetilase que catalisa a síntese da acetilcolina a partir da 
colina e da acetil-S-CoA e a acetilcolinesterase (E.C.1.1.7.) que 
















II - + 
H3C-C-0 + OH-CH2-CH2-N -(CH3)3 
Colina 
Figura 2. Síntese e degradação da acetilcolina. 
A acetilcolinesterase è uma das enzimas de mais alto 
s—l 
"turnover" que se conhece (25000 ) o que significa que ela 
cinde uma molécula de acetilcolina a cada 40/os. E uma enzima de 
8 - 1 - 1 
difusão controlada (Kcat/Km = 2.10 M s ). 0 seu elevado número 
de reconversão ("turnover") é essencial para a rápida 
repolarização da membrana pôs-sinâptica. As sinapses 
repolarizadas tem, nas condições normais de polarização, a 
capacidade para transmitir 1000 impulsos na fração de um 
milisegundo. 
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Para que a acetilcolina preencha as funções de agente 
neurohumoral na transmissão juncional periférica, o éster deverá 
ser removido ou inativado dentro dos limites de tempo impostos 
pelas características juncionais neuroefetoras viscerais, placas 
motoras terminais e vários tipos de neurônios. Em consequência 
dos resultados observados durante a intoxicação experimental 
realizada em ratos, os efeitos tóxicos do paration permitiram 
supor que o mecanismo de ação do referido veneno tivesse como 
ponto de lesão bioquímica especifica, os tecidos nervosos onde é 
promovida redução da atividade colinesterásica, deixando livre a 
acetil colina endógena, especialmente no cérebro (DU BOIS et al, 
1949). 
Pesquisas subsequentes, empregando outros inseticidas 
do mesmo grupo (Paration metílico), revelaram que, em 
determinadas doses, a colinesterase era inibida in vivo, 
mecanismo que se mostrou comum para justificar a ação tóxica das 
referidas substâncias. 
As substâncias anticolinesterásicas penetram nos 
tegumentos em virtude da lipossolubilidade que possuem e, por 
isso, são prontamente absorvidas quando na forma de vapor, 
aerosol, pó ou soluções aquosas em contacto com as mucosas dos 
diferentes aparelhos e tecidos de revestimento. 
Entre os anticolinesterásicos, o 
diisopropilfluorofosfato (DFP) é, talvez, o composto mais 
conhecido e mais amplamente estudado, em virtude de ter sido 
sintetizado durante a Segunda Guerra Mundial, quando as ações 
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tóxicas dos fluoroacetatos foram investigadas. Essa linha de 
investigação foi desenvolvida quando da necessidade de se 
prepararem armas de aplicação tática. E assim que, durante 
aqueles episódios, certas propriedades apresentadas pelo DFP 
tornaram-no particularmente valioso como instrumento de 
pesquisa, incluindo-se a inativação virtualmente irreversível que 
produz por efeito da alcoilfosforilação da acetilcolinesterase e 
de outras esterases e, ainda, a elevada lipossolubilidade que 
possui favorecendo quase que especificamente sua penetração no 
sistema nervoso central. 
Os gases nervosos Tabuna (dimetilamidoetoxi-
fosforilcianeto) e Sarina (isopropoxi-metil-fosforil fluoreto) 
são conhecidos como os mais potentes agentes tóxicos sintéticos 
para o homem e para os animais, inibindo, irreversivelmente, a 
acetilcolinesterase. 
As colinesterases se encontram vinculadas a duas 
enzimas principais que catalisam reações diferentes. 
1) A acetilcolina hidrolase ou acetilcolinesterase ou 
colinesterase verdadeira (E.C.3.1.1.7.), atua sobre uma variedade 
de esterases acéticas, catalisando, também, reações de 
transacetilação. Nas junções neuromusculares e nas sinapses 
nervosas, a acetilcolinesterase catalisa a reação: 
Acetilcolina + H20 » colina + acetato 
e está presente nos eritrôcitos, na junção neuromuscular e nos 
numerosos sitios onde a acetilcolina exerce outras funções. 
2) A acilcolina acil-hidrase, pseudocolinesterase ou 
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esterase sêrica (E.C.3.1.1.8.)/ atua sobre uma variedade de 
ésteres da colina bem como, sobre alguns outros compostos: 
Acilcolina + H20 • colina + ânion 
Está presente nos diferentes tipos de células da glia, 
ou células satélites, porém, em limitada extensão nos elementos 
neuroniais dos sistemas nervosos central e periférico, no plasma, 
no fígado e em outros órgãos. 
Embora, estudos iniciais tenham permitido isolar a 
forma pura de uma acetilcolinesterase, a partir do órgão elétrico 
do poraquê, Electrophorus electricus (LEUZINGER et al, 1968), 
sabe-se atualmente que a forma inativa da enzima é uma estrutura 
mais complexa. 
0 centro ativo da acetilcolinesterase consiste de um 
sitio negativo que atrai o grupo quaternário da colina através de 
forças coulômbicas e hidrofóbicas e, num sub-sitio esterásico, 
ocorre ligação nucleofilica no carbono acilico do substrato. 0 
mecanismo catalítico assemelha-se aos de outras serinas 
esterâsicas nas quais o grupo hidroxila da serina torna-se 
altamente nucleofilico através de um sistema de carga alternada 
que envolve a aposição de um grupo imidazol e, possivelmente, de 
um grupo carboxilico da enzima. Durante o ataque enzimático sobre 
o éster, forma-se um substrato intermediário tetraédrico que se 
transforma em uma enzima acetilada, com a liberação concomitante 
de colina. A enzima acetilada é lábil para a hidrólise, dando, em 
resultado, a formação de acetato e da enzima ativada. 
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O mecanismo de ação da acetilcolinesterase está ligado 
a um resíduo de serina em seu sitio ativo, através de cuja 










Enzima-Ser-OH + H3C-C 
\ 
E justamente nesse ponto que reside a açào dos 
inibidores organofosforados, como o paration metílico. E assim 
que, em razão da ligação covalente que se forma entre a hidroxila 
da serina do sitio ativo da acetilcolinesterase, com o fósforo 
dos compostos organofosforados, a enzima é irreversivelmente 
















A inibição da acetilcolinesterase por compostos 
organofosforados foi demonstrado pela primeira vez, por METCALF 
(1955). 
Efeitos dos compostos organofosforados em peixes 
Em razão da continua contaminação dos cursos de água, 
lagos e mananciais por inseticidas organofosforados, muitos 
estudos tiveram lugar procurando conhecer os efeitos produzidos 
pelos referidos venenos, particularmente nos peixes. 
Estudos de PICKERING et al (1962), sobre a toxicidade 
de inseticidas organofosforados, realizados em peixes Pimephales 
promelas, Lepomis macrochirus, Carassius auratus e Lebistes 
reticulatusf permitiram estabelecer os valores dos limites de 
tolerância e a sensibilidade dos peixes para um particular 
composto, limites esses que variaram de acordo com a idade, com o 
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peso e com outros parâmetros referentes à composição e à forma 
dos produtos. 
ALABASTER (1969), utilizando o peixe Rasbora 
heteromorpha (arlequim), procedeu ao estudo com diversos 
organofosforados para determinação, pelo teste de fluxo continuo, 
os valores de CL em ppm/48 horas obtendo os resultados 
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seguintes: Azinfosmetil (20% de ingrediente ativo), 0,38; 
Clorfenvinfos (92%), 0,27; Formotion (25%), 1,2; Etion, 0,52; 
Bromofos, 0,62; Fosalone, 2,4; Stirofos, 4,3; Diclorvos (83%), 
7,8; Demeton-metilico (50%), 13,0; Malation (50%), 13,0; Mevinfos 
(99,5%), 11,5; Dimetoato (32%), 27,0; Manazon (70%), 220 e 
Dicrotofos, 1000. 
Os efeitos fisiológicos produzidos pelos inseticidas 
organofosforados sobre diversas espécies de peixes Micropterus 
salmoides, Lepomis macrochirus. Notemigonus crysolencas. 
Carassius auratus. Pimephales promelas foram objeto de estudo de 
WEISS (1961) que determinou as variações nos níveis da atividade 
da acetilcolinesterase no encéfalo desses animais bem como a 
recuperação da enzima apôs a exposição ao Paration, Clortion, 
Dizinon, Co-Ral, Malation, Gution, EPN, DDVP, Demeton, Delnav, 
Di-Syston e Dipterex. 
WILLIAMS & SOVA (1966) determinaram, na Carolina do 
Sul, os niveis de acetilcolinesterase no encéfalo de peixes 
coletados em águas poluídas por grande variedade de compostos 
poluentes, entre os quais os organofosforados, observando que os 
peixes coletados nas águas poluídas mostraram uma atividade 
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enzimática 46,8% menor em comparação com as mesmas espécies que 
foram coletadas em águas supostamente menos poluídas. 
BENKE & MURPHY (1974) estudando a ação 
anticolinesteràsica do paration, paration metílico e azinfosmetil 
no encéfalo e tecido muscular de peixes Lepomis gibbosus e em 
camundongo, observaram que a velocidade do inicio da inibição da 
acetilcolinesterase não explica a grande toxicidade do paration e 
do azinfosmetil comparados com os resultados do paration metílico 
na espécie de peixe estudada. A velocidade do inicio e da 
recuperação da inibição da acetilcolinesterase pelos 3 pesticidas 
em cérebro e músculo de peixe foi mais lenta do que a observada 
no camundongo. 
POST & LEASURE (1974) observaram que a contaminação 
dos lagos, rios ou água correntes pelo malation não produziu, de 
imediato, perda de peixes, porém resultou na inabilidade dos 
peixes em procurarem alimento, manterem sua estabilidade nos 
fluxos de água corrente ou de escaparem dos predadores. Assim, o 
peixe pode morrer como consequência indireta da toxicidade 
subletal do inseticida. Por outro lado, foi observado ser 
necessário período mais ou menos longo para que os salmonldeos 
estudados recuperassem os níveis de acfetilcolinesterase 
encefálica, tempo esse que variou com as diferentes espécies de 
peixes. Assim, Salvei inus fontinaliis recuperou-se mais 
rapidamente do que os demais peixes experimentais. Apesar disso, 
foram necessários 25 dias para que o peixe, com maior inibição da 
acetilcolinesterase encefálica, recuperasse os niveis de 
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atividades normais. Entretanto, o Salmo gairdneri e o 
Oncorrhynchus kitusch, necessitaram, aproximadamente, de 35 a 42 
dias para total recuperação respectivamente. VERMA et al (1979), 
estudando os efeitos do malation, do zolone e do rogor em Channa 
gachua, Cirrhina mriaala. observou que os níveis da atividade da 
acetilcolinesterase também se recuperaram, mas não completamente, 
após sete dias de exposição. 
KABEER AHAMMAD SARIB & PRASADA RAO (1980) estudaram na 
Tilapia mossambica e, em termos comparativos com a eserina, a 
toxicidade sub-aguda do malation e a inibição da 
acetilcolinesterase no encéfalo, no músculo, nas guelras e no 
fígado, estabelecendo vários dados cinéticos a respeito. 
COPPAGE et al (1975) observaram que a atividade da 
acetilcolinesterase decrescia consideravelmente quando peixes 
eram expostos a concentrações subletais de malation. O'BRIEN 
(1967) atribuiu os referidos efeitos a uma ação direta do 
malation sobre a enzima. PALAWSKI et al (1983) estabeleceram em 
Salmo gairdneri a sobrevida e os parâmetros comportamentais 
deixados apôs exposição aguda ao paration metílico, ao 
trifenilfosfato e ao S,S,S-tributilfosforotritioato, um 
organofosforado alifático desfolhante. 
SALTE et al (1987) tratando ffaImo gairdneri e Salmo 
salar de uma ectoparasitose produzida por um copépodo, 
Lepeophtheirus salmonis. observaram e estudaram a inibição da 
acetilcolinesterase e a morte dos peixes produzidas pelo Neguvon. 
A quase totalidade dos trabalhos realizados em peixes 
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sob a ação dos pesticidas organofosforados, basearam-se nos 
efeitos mortais dos referidos venenos, deixando sem respostas os 
dados funcionais, talvez os mais importantes. Os efeitos 
enzimáticos são, na sua maioria, funcionais e não morfológicos, 
salvo no caso em que as lesões são produzidas pela ação direta 
dos solventes, muitas vezes tão ou mais tóxicos que a própria 
droga ativa, MURTY (1986). 
Como não poderia deixar de ser, os estudos do presente 
trabalho foram encaminhados no sentido de interpretar as 
alterações fisiopatolôgicas, externadas em sinais e sintomas, dos 
efeitos da intoxicação subletal causada pelo Folidol 600 
(Paration metílico) no Callichthvs callichthys. Aliás, FONTAINE 
(1980) preconiza o estudo quantitativo da sintomatologia 
externada em sinais e sintomas em situações de intoxicações 
subletais pela poluição do ambiente marinho. 
Estudos de biologia comportamental de peixes são 
baseados em sinais e sintomas que esses animais desenvolvem em 
situações normais, (BAERENDS, 1971) e nas alterações que 
experimentam quando submetidos à ação de diferentes agentes 
físicos e químicos. Entre os dados comportamentais correntemente 
analisados estão a atividade de natação, o período de repouso, as 
mudanças de coloração, o estado de alerta e de defesa, os trismas 
musculares, a frequência de saltos e a alimentação, entre 
outros. 
FANTA-FEOFILOFF (1983) analisou o efeito da 
temperatura e da redução dos niveis de oxigênio em pimelodus 
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maculatus, Rhambdia hilarii, Nanorhambdia guttata (bagres de água 
doce), e FANTA-FEOFILOFF (1983) estudaram mudanças 
comportamentais com a elevação de temperatura em Genidens 
genidens (bagre branco). O efeito da salinidade no comportamento 
e no consumo de oxigênio por Mugil curema (tainhota) foi estudado 
por FANTA-FEOFILOFF et al (1986). Em peixes antárticos, a 
variação de oxigênio residual em tecido muscular em relação à 
temperatura e a seu efeito sobre o comportamento de Notothenia 
neglecta foram determinados por LUCCHIARI et al (1989) e por 
FANTA et al (1989), enquanto que os efeitos dos niveis de 
oxigênio e de C02 ambientais sobre a oxigenação tecidual de 
diversos Notothenidae (N_. neglecta. _N. rossi marmorata, N. 
gibberifrons, Trematomus bernacchii e T_. hansoni) foram estudados 
por FANTA et al (1989). 
Assim, com base nos estudos do comportamento normal de 
peixes, é muito promissora a análise das alterações do 
comportamento desses animais quando submetidos à ação de 
diferentes substâncias tóxicas. 
Nesse particular, algumas contribuições podem ser 
mencionadas. SYMONS (1973) estudou o comportamento do Salmo 
salar exposto ao Fenitrotion e RAND (1977) observou o 
comportamento locomotor de Carassius auratus quando exposto a 
concentrações subagudas de Paration e, finalmente, LINGARAJA & 
VENUGOPALAN (1978) analisaram algumas alterações comportamentais 
induzidas pelo organofosforado dimetoato, pelo organoclorado DDT 
e pelo carbamato, carbaril em peixes Therapon j arbua. 
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As alterações histológicas observadas em peixes, 
consequentes aos efeitos dos pesticidas, permitiram orientar o 
diagnóstico das lesões bioquímicas produzidas e os respectivos 
mecanismos de ação. 
ELLER (1971) descreveu em, trutas tratadas com Endrin, 
alterações estruturais de vários órgãos e as lesões 
apresentadas pelas guelras de teleôsteos de água doce. COUCH 
(1975) estudou os efeitos histopatolôgicos produzidos por 
pesticidas em fígado de peixes, concluindo que muitos deles não 
são específicos. Por outro lado BUHLER et al (1969) já tinham 
descrito degenerações localizadas nos túbulos contornados distais 
do rim, bem como diminuição do volume hepático em salmões jovens 
tratados com dieta à base de DDT. WEIS (1974), estudando em 
microscopia eletrônica o figado de "guppies" (Lebistes 
reticulatus), expostos ao DDT, não obteve resultados 
histopatolôgicos característicos. 
KENDALL (1975 e 1977) injetou metil-mercúrio pela via 
intraperitonial em Salmo gairdnieri, fato que resultou no 
aparecimento de necroses de células tubulares do rim bem como do 
tecido pancreàtico exôcrino. KAMARAGURU et al (1982), estudando 
em peixes os efeitos de concentrações subletais de permetrin 
verificou apenas modificações histológicas em guelras, porém, 
ausência de modificações renais é hepáticas. 
MEDINA et al (1988) encontraram alterações estruturais 
e ultra estruturais produzidas no tecido hepático e renal de 
peixes e mamíferos intoxicados com herbicida fitohormonal. 
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ANEES (1978) em trabalhos experimentais utilizando 
organofosforados - diazinon, paration metílico e dimetoato 
administrados em concentrações subletais e crônicas observou em 
Channa punctatus lesões hepáticas caracterizadas pelo 
aparecimento de vacúolos, diminuição do volume do figado, 
prejuízo do suprimento de sangue, inclusões granulares 
citoplasmâticas e aspecto espumoso dos tecidos. 
Percebe-se que, através dos estudos até o momento 
realizados, torna-se difícil obter o verdadeiro significado das 
alterações morfológicas induzidas por pesticidas 
organofosforados. SPRAGUE (1971) também enfatizou a falta de 
informações básicas da histologia de peixes, o que torna difícil 
a interpretação de qualquer mudança observada. 
Pela análise já procedida, chegou-se à conclusão de 
que os sistemas abertos, quando agredidos, reagem e se adaptam 
funcional e morfologicamente aos efeitos produzidos pela agressão 
e externam o sofrimento por meio de sinais e sintomas de acordo 
com a equação biológica geral (MEDINA, Comunicação pessoal): 
Agressão + Bioindicador — L e s ã o molecular + Sinais e sintomas 
0 diagnóstico da causa responsável pelo impacto 
ambiental químico ou de qualquer outra natureza é apontado pelo 
próprio ambiente mediante o estabelecimento de uma anamnese e de 
uma semiologia ambiental. 
Nas agressões ao meio ambiente, è obrigatório que se 
reconheçam cuidadosamente os aspectos e as facetas dos fenômenos 
que mudaram as características regionais e naturais do conjunto e 
bem assim aquelas que se relacionam com os componentes das 
biocenoses e que são próprias à cada espécie de bioindicadores 
aquáticos ou terrestres. 
No presente trabalho optou-se por estudar as 
alterações comportamentais do peixe tamboatá (Callichthys 
çallichthys) por ser um peixe nativo, de fácil adaptação em 
laboratório, resistente ao "stress" do manejo e do transporte, 
altamente estimulado pela presença do alimento e condicionado aos 
preâmbulos da alimentação (Fig. 10). 
Foi realizado também um estudo bioquímico da inibição 
da colinesterase plasmática e o estudo histopatolôgico de 
possíveis alterações induzidas pelo Folidol 600 utilizado, 
principalmente por ser um produto formulado, já que não se tem 
conhecimento de estudos a respeito do peixe tamboatá frente a 
esse pesticida. 
Nesse sentido, procurou-se sistematizar no tamboatá os 
sinais e os sintomas da intoxicação por compostos 
organofosforados, tão bem pronunciada em mamíferos, usando o 
Folidol 600, um produto comercial que contém como principio ativo 
o Paration metílico. Foi produzido pela Bayer em 1952 e 
registrado, pela primeira vez, no Brasil em 1959. O Folidol 600 
foi recomendado para uso em 42 culturas, contra uma série de 
pragas sugadoras e de acordo com publicação da Superintendência 
dos Recursos Hídricos e Meio Ambiente - SUREHMA (1984), foi o 
inseticida mais comercializado no Estado e, portanto, de uso mais 
amplo na agricultura paranaense. 
21 
II. Material e Métodos 
2.1. Material Biológico 
2.1.1. Biologia de Callichthys callichthys 
Para os experimentos do presente trabalho, foi 
utilizado o Callichthys callichthys. (LINNAEUS, 1758) peixe 
Siluriforme da família Callichthidae, vulgarmente denominado de 
tamboatá, tamoatá, tambuatà ou ainda, soldado do nordeste. 0 
tamboatà habita diversos rios brasileiros, dentre os quais os da 
bacia do Paraguai, na região do Pantanal Matogrossense, onde é 
muito utilizado como isca na captura de peixes de maior porte, 
como o Salminus sp. (dourado). 
Atingindo, raramente, mais de 20 cm de comprimento 
(Fig. 3), o tamboatà possui hábitos alimentares noturnos e o 
corpo revestido de duas séries de placas ósseas verticais e 
superpostas. Nas épocas de seca, quando o nivel das águas baixa, 
o tamboatá tem a propriedade de enterrar-se no lodo, escapando 
assim, aos efeitos da desidratação. Eventualmente, percorre 
longos trajetos em busca de água, graças a um tipo de respiração 
auxiliar que possui (PATURLE, 1975), em razão de um processo de 
adaptação e de vascularização do tubo digestivo que lhe permite 
respiração auxiliar. 
O tamboatà revelou-se um animal experimental adequado, 
por ser resistente à punções cardíacas diárias para obtenção do 
sangue necessário às determinações de colinesterase plasmática 
estudadas neste trabalho. 
Figura 3. Callichthys callichthys (Teleostei, Siluriforme) da família 
Ca1lichthidae, peixe de água doce cujo habitat principal éoda bacia 
do rio Paraguai, região do Pantanal Matoqrossense. N N 
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2.1.2. Coleta, transporte e manuseio 
Os exemplares de callichthys utilizados no presente 
trabalho foram coletados no Rio Miranda, MS, próximo ao Passo do 
Lontra (56*0, 20°S) entre dezembro e janeiro de 1986 e 1987. Os 
animais foram pescados com auxilio de tarrafas e, vez ou outra, 
apanhados manualmente. Uma vez coletados, os animais foram 
acondicionados em caixas de isopor contendo água dos locais de 
coleta. A aeração foi mantida com aeradores à pilha. O transporte 
até Curitiba, foi efetuado por via terrestre, por percurso de 
aproximadamente 1300 km, com cerca de 70% dos peixes sobrevivendo 
a essa etapa. 
Para o período de aclimatação às condições de 
laboratório e manutenção de estoque, os peixes, em número de 250, 
foram distribuídos em grupos de 10 e transferidos para aquários 
com capacidade para 250 litros, contendo água previamente 
purificada por filtração em filtros de celulose e de celulose com 
carvão ativado, respectivamente. 
Em cada aquário, foi instalado um filtro biológico de 
placa, mantido no fundo sob camadas de cascalho, e dois filtros 
internos contendo saibro de mármore, carvão ativado e fibra de 
poliester (Fig. 4). 0 pH da água permaneceu estável 7,4 + 2 e a 
temperatura mantida a 28° C ± 1, por efeito de um sistema 
termostato - aquecedor. 
A iluminação foi fornecida por lâmpadas de 25 W, luz 
dia, sendo o fotoperiodo de 10/14 horas dia/noite. 
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A alimentação foi fornecida duas vezes ao dia, às 
10:00 e às 16:00 h, constando de alimento vivo, Pheretima sp e 
de ração dissolvida em gelatina neutra incolor, para facilitar a 
sua ingestão. A composição bAsica da ração (Nuvital) fornecida 
aos peixes é de milho gelatinizado, farinha de torta de soja, 
farinha de peixe, sUb-produtos do trigo, fermento de cervejaria 
dessecado, ortofosfato bicAlcico, carbonato de cAlcio e de 
magnésio, sal comum, suplementos e aditivos. 
Figura 4. Montagem do aquArio para manutenção e para estudos 
comportamentais do Callichthys callichthys. Em cada aquArio, foi 
instalado um filtro bio16gico de placa, mantido no fundo sob 
camadas de cascalho, dois filtros internos e um sistema 
termostato-aquecedor para manter a temperatura. A face frontal do 
aquArio foi quadriculada para permitir medidas da motilidade dos 
peixes. 
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2.2. Administração do Folidol 600 
Peixes Ç. callichthys foram intoxicados com Folidol 
600, um produto comercial da marca Bayer, contendo 600 g/L do 
ingrediente ativo Paration metílico (o-o-Dimetil o-p-
nitrofenilfosforotioato; ácido fosforotiôico o-o-dimetil o-p-
nitrofenilester; o,o-dimetil o-p-nitrofenil tiofosfato; dimetil 
paration; PM 263,23). Essa substância é cristalizada a partir do 
metanol a frio e possui ponto de fusão de 37-38®C, D= 1,5367. A 
sua solubilidade em água é de 50 ppm. E solúvel na maior parte 
dos solventes orgânicos. A densidade do produto formulado Folidol 
600 è de 1,116 (The MERCK INDEX, 1968). 
E necessário ressaltar que a Bayer do Brasil negou-se 
a fornecer a informação sobre a exata composição do produto 
comercial Folidol 600. Entretanto, como o interesse do presente 
trabalho era o estudo dos efeitos da intoxicação pelo composto 
organofosforado formulado, esse problema pode ser superado. 
Dada a pequena solubilidade do Folidol 600 em água, e 
tendo em conta a sua lipossolubilidade, foi utilizado como 
diluente, para sua administração no tamboatâ, o óleo de milho 
comercial (Mazola). óleo de milho já foi empregado por BENKE & 
MURPHY (1974) para experimentos toxicológicos em peixes e 
camundongos, com Paration metílico. Para tanto, o óleo de milho 
foi autoclavado 30 minutos a 121°C e utilizado, dessa forma, para 
preparar as soluções de Folidol 600 (Tab. 1) que foram 
administradas em peixes e, ainda, para administração nos animais 
controles que receberam óleo de milho sem Folidol 600. 
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TABELA 1 
RELAÇAO DOSE/ANIMAL DE PARATION METÍLICO (PRINCIPIO 
ATIVO DO FOLIDOL 600) ADMINISTRADO. 
FOLIDOL 600 QUANTIDADE DE PARATION 





* Calculada a partir da concentração do Paration metílico 
(600 g/l) no produto comercial Folidol 600 com densidade : 
1,116. 
O Folidol 600 dissolvido ria proporção de 1:10 (1 ml 
de Folidol 600 e 9 ml de óleo de milho) em óleo de milho, foi 
injetado com seringa hipodèrmica do tipo de insulina, na cavidade 
celomâtica dos peixes. Para tanto, cada peixe foi retirado do 
aquário com puçá, pesado e, então, envolto em pano apropriado e 
contido manualmente, expondo-se-lhe o ventre para administração 
do Folidol 600 ou do óleo de milho. Para injetar essas 
substâncias na cavidade celomâtica, a agulha foi aplicada em um 
ponto anatômico localizado logo acima do poro genital (Fig. 5). 
Volumes diferentes da solução de Folidol 600 foram injetados em 
cada peixe, na dependência do seu peso e da quantidade de 
Paration metílico a ser administrada. 
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2.2.1. Determinação da dose subletal do Folidol 600 
A determinação da TL50 (TLm) ou limite de tolerância 
média do callichthys para o Folidol 600, foi feita através de 
um bioensaio estático, isto é, na ausência de fluxo continuo da 
água com o tóxico (SPRAGUE, 1973). Para tanto, cada lote de 15 
peixes foi injetado com doses que variaram de 250, 500, 1000 e 
2000 mg/kg de peso do Folidol 600, cuja correspondência, em 
principio ativo, está mostrada na Tab. 1. Foi considerada como 
subletal, a dose de 500 mg/kg que desencadeava sintomatologia 
comprovável pela análise comportamental do animal sem, contudo, 
provocar a sua morte. 
Os animais controle, que receberam apenas óleo de 
milho, foram mantidos em aquários separados. 
2.3. Metodologia 
Para execução dos experimentos programados para o 
presente estudo, foram mantidas estáveis as condições ambientais 
nos aquários e no laboratório de modo a eliminar, tanto quanto 
possível, a interferência de fatores que pudessem modificar as 
respostas dos animais à ação do organofosforado. 
Para a realização desse bioensaio, três aspectos 
principais foram estudados: as modificações comportamentais dos 
peixes submetidos à ação do Folidol 600, em comparação com os 
animais do grupo controle aos quais foi administrado somente óleo 
de milho; o comportamento da colinesterase plasmática ao longo do 
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processo de intox ica ção dos peixes e o estudo dos aspectos 
histol6gicos do rim e do figado, a fim de controlar poss l veis 
alterações morfol 6g icas desses animais por ação do inseticida ou , 
possivelmente , dos demais component es, não revelados, que entram 
na composição do Folidol 600. 
Figura 5. Téc n i ca para administração do Folidol 600 em 
Callichthys cal lichthys. O peixe é contido manualmente em uma 
toalha umedecida, enquanto que a aplicação do Falidol 600 ou 6leo 
de milho é procedida logo acima do poro genital, na cavidade 
celomAtica. 
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2.3.1. Análise do comportamento 
2.3.1.1. Comportamento normal 
Visando estudar o comportamento normal do tamboatá, 
foram observados 32 peixes contidos, 4 a 4, em 8 aquários 
experimentais, com 128 litros de capacidade cada um, nas mesmas 
condições em que já se encontravam aclimatados (2.1.2). 
As faces dos aquários foram revestidas com papel 
verde, com exceção da frontal cuja superfície foi dividida em uma 
série de pequenos quadrados, com 10 cm de lado cada um, que se 
prestaram para avaliar a motilidade dos peixes nas condições 
normais (FANTA, Comunicação pessoal). A frente de todas as 
faces frontais foi colocado um anteparo munido de um orifício a 
fim de serem observados os movimentos e o comportamento dos 
animais sem que fossem molestados ou estimulados. (Fig. 6). 
No período de iluminação (dia), as observações foram 
feitas de hora em hora, das 8:00 às 18:00 horas, com 10 minutos 
de duração. 
Para observação do comportamento no período escuro 
(noite), os peixes foram submetidos à inversão dia-noite 
continuando com um fotoperiodo de 10/14 horas dia-noite, sendo 
que o período de luz se iniciou as 18:00 horas. Apôs um período 
de adaptação de 14 dias, iniciaram-se as observações de hora em 
hora, com 10 minutos de duração. Para a visualização dos peixes, 
havia uma lâmpada de bulbo de luz vermelha (FANTA, Comunicação 








Figura 6. Detalhes do processo utilizado para estudos 
comportamentais com Callichthys callichthys, em situação normal 
e intoxicado com Folidol 600. Na parte superior, vista lateral do 
aquArio munido de anteparo, que permite ao observador estudar o 
comportamento dos animais sem que sejam estimulados ou 
molestados. Na parte inferior, vista frontal do aquArio 
quadriculado, para permitir medidas da motilidade dos peixes. 
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A nomenclatura comportamental empregada no presente 
trabalho foi adaptada de BAERENDS (1971). 0 etograma, para a 
espécie, foi formulado com os seguintes parâmetros 
comportamentais: alimentação, presença de fezes, respiração, 
motilidade, repouso, coloração, procura da alimento e parâmetros 
que normalmente não são comuns no comportamento da espécie como: 
agressividade, coceira e salto. Estão também incluídos outros 
dados sobre as condutas de observação (Figura 7). 
Os resultados numéricos foram transferidos para uma 
planilha e os gráficos obtidos através do programa Lotus 1-2-3 
utilizando-se microcomputador Solution 16. 
2.3.1.2. Comportamento de peixes intoxicados 
Para estudo das alterações comportamentais, 68 peixes 
foram transferidos, 4 a 4, para 17 aquários, com 128 litros de 
capacidade cada um e nas mesmas condições para as quais já se 
encontravam aclimatados (2.1.2). 
Dos animais, 32 que já haviam sido submetidos aos 
estudos de comportamento normal (2.3.1.1), foram pesados e 
inoculados, na cavidade celomática, com Folidol 600 diluído 1:10 
em óleo de milho na dose de 500 mg/kg de peso vivo, 
correspondente a 270 mg/kg de Paration metílico. Peixes, em 
número de 24, foram pesados e inoculados com óleo de milho, e os 
restantes, em número de 12, passaram apenas pelo manejo da 
pesagem e da inoculação com a finalidade de serem submetidos ao 
mesmo "stress" que os outros para o controle normal da espécie. 
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Figura 7. Etograma do Callichthys callichthys W N 
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As condições dos aquários e do laboratório foram as 
mesmas utilizadas e descritas no item 2.3.1.1. 
Os peixes foram observados durante o período de luz 
(dia), de hora em hora, tando inicio às 8:00 horas, sendo a 
relação dia-noite de 10/14 horas. Durante o período do escuro 
(noite), lâmpadas vermelhas de 25 W permaneceram acesas, apenas 
para observações às 7:00 e às 18:00 horas. 
A dose inoculada de Folidol 600, de 500 mg/kg de peso 
vivo, forneceu resultados da variação comportamental dos peixes 
desde o "tempo zero" até 120 horas apôs a administração da droga, 
por se tratar de um experimento agudo (SPRAGUE, 1973). 
Certas alterações comportamentais foram filmadas para 
uma avaliação mais detalhada, com filmadora de video Panasonic. 
Os resultados foram analisados e os gráficos obtidos por 
computador como já citados no item 2.3.1.1. 
2.3.2. Métodos analíticos 
2.3.2.1. Preparo das amostras de plasma 
Plasma, para medidas da atividade da colinesterase, 
foi obtido a partir de sangue heparinizado. Para tanto, as 
paredes de seringas descartáveis de 2 ml munidas de agulhas 25x7, 
utilizada para punção cardíaca, foram umedecidas com Liquemine 
(Roche), um preparado de heparina que contém 5.000 U.I./ml, 
correspondendo a cerca de 50 mg de heparina. 
Cada peixe, uma vez retirado da água, permaneceu 
contido na mão, envolto por uma toalha úmida e mantido com o 
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ventre voltado para cima, um pouco inclinado na vertical, posição 
na qual as nadadeiras peitorais permanecem abertas, deixando 
exposto o local da punção, ou seja , entre as nadadeiras peitorais 
(Fig. 8) . De cada animal obteve-se cerc a de 0 ,5 ml de sangue 
formando-se um "pool" com cada dois animai s (1 ml de s angue) que 
foi a seguir centrifugado a 460 g du rante 10 minutos. O 
sobrenadante limpido foi destinado para provas analiticas . 
Figura 8. 
O animal é 
inclinado 
permanecem 
Técnica de punção cardiaca do Call i chthys ca l lichthys. 
cont ido manualmente, envolto em toalha ~mida um pouco 
na vertical, posição em que as nadadeiras peitorais 
a bertas, deixando exposto o local da punção. 
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Foram colhidas amostras do grupo controle de peixes 
normais e administrados com óleo de milho, e de peixes do grupo 
experimental, administrados com Folidol 600. 
2.3.2.1.1. Peixes normais 
A amostragem de peixes normais consistiu de punção 
cardíaca de 36 peixes puncionados em grupos de 3 a 3, em dias 
alternados, durante 30 dias. 
2.3.2.1.2. Peixes submetidos à ação do óleo de milho e 
do Folidol 600. 
Coleta de sangue de peixes intoxicados ou tratados com 
óleo de milho foi procedida com o emprego da mesma técnica. 
Para tanto, dois grupos de peixes foram estudados, 
sendo 32 intoxicados e 24 inoculados com óleo de milho. Todos 
esses animais foram submetidos a estudos de análise 
comportamental. 
As punções cardíacas nesse grupo, foram efetuadas a 
partir de 4 horas até 120 horas apôs inoculação. Os animais, 4 a 
4, em cada grupo e em cada tempo de punção cardíaca, foram 
utilizados para a obtenção de sangue e, a seguir, sacrificados 
para estudos histopatolôgicos. Os tempos de punção foram os 
seguintes: 4, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apôs a administração do 
Folidol 600 ou do óleo de milho. 
Devido aos resultados obtidos quanto aos niveis de 
colinesterase plasmática até 120 horas, foi importante repetir o 
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experimento apenas para análise bioquímica, com duração de 37 
dias (888 horas) apôs a inoculação da droga. Foram utilizados 24 
peixes, transferidos, 4 a 4, para 6 aquários. Desses, 4 aquários 
foram utilizados para os experimentos e 2 para controle de óleo 
de milho. As coletas foram feitas, primeiramente, antes da 
inoculação (tempo zero) e apôs a inoculação intracelomática da 
mesma dose de 500 mg/kg de Folidol 600 administrada no 
experimento anterior. 
O sangue de oito peixes foi retirado, de aquários 
alternados, a cada horário estabelecido, tendo inicio 4 horas 
apôs a inoculação. Como foi utilizado um "pool" de sangue de dois 
animais, 4 amostras de peixes intoxicados e duas do grupo 
controle de óleo de milho por horário foram analisadas. 
2.3.2.2. Medida de atividade de colinesterase 
Colinesterase plasmática foi medida de acordo com a 
técnica de ELLMAN et al (1961) e de DIETZ et al (1973) 
modificada, cujo principio é o desenvolvimento da reação 
colorida que se desenvolve entre o DTNB (ácido 5,5-ditio-2-
nitrobenzoico) e a tiocolina: 
colinesterase 
Acetilcolina • tiocolina + acetato 
Tiocolina + DTNB cor amarela 
Como a colinesterase catalisa a hidrólise inespecifica 
de ésteres de colina, na técnica utilizada, em lugar da 
acetilcolina preconizada por ELLMAN et al (1961) e da 
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propioniltiocolina, indicada por DIETZ et al (1973), foi 
utilizado o iodeto da acetiltiocolina como substrato da reação. 
Desse modo, a reação global do processo foi a seguinte: 
acetilcolinesterase 
(CH3)3-NCH2CH2SCOCH3 + H20 
Acetiltiocolina 
CH3C00H + (CH3)3-NCH2CH2SH 
Acido acético Tiocolina 
A atividade catalítica é medida seguindo a formação do 
ânion amarelo, 5-tio-2-nitrobenzoato, produzido da tiocolina, 
quando reage com o DTNB: 
(CH3)3-NCH2CH2SH 
Tiocolina 
+ 02N / O -s-s- o -N02 
HOOC COO 
DTNB 




Para medida da atividade enzimática, foram utilizados 
os seguintes reagentes: 
1 - Tampão fosfato, Na HPO 0,03 M, KH PO 0,1 M, pH 7,6, 
2 4 2 4 
contendo 4,73 g de Na HPO e 13,61 g de KH PO por litro de 
2 4 2 4 
água bidestilada. 
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2 - Substrato, solução de iodeto de acetiltiocolina, 10,2 mM, 
contendo 2,95 mg por ml de água. 
3 - Reagente de cor, DTNB, 0,423 m mol/litro. Dissolver 167 mg de 
DTNB por litro de tampão fosfato, pH 7,6. 
Procedimento: Em cubeta retangular de 10 mm de passo de luz, 
pipetar 2 ml de solução DTNB em tampão fosfato pH 7,6; 0,5 ml da 
solução de iodeto de acetiltiocolina; e 50/d. de plasma. A leitura 
da atividade enzimática doi seguida medindo-se o incremento da 
absorbância a 410 nm, a 37°C, em espectofotômetro Beckman DU com 
banho-maria circulante, desde o tempo zero até 15 minutos de 
reação. 
2.3.2.3. Medida de proteína 
Proteína plasmática foi medida de acordo com o método 
de LOWRY et al (1961), usando o reagente fenòlico de Folin-
Ciocalteu. A leitura da cor desenvolvida foi feita em 
espectofotômetro Beckman DU a 660 nm. A curva padrão de proteína 
foi executada a partir de albumina sérica bovina, em concentração 
variando de 40 a 280 
2.3.3. Análise morfológica 
2.3.3.1. Coleta de material para estudos histológicos. 
Oito animais de cada vez, sendo quatro intoxicados e 
quatro controles, tratados com óleo de milho foram sacrificados, 
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por secção medular, seguida de decapitação apôs 4, 24, 48, 72, 
96, e 120 horas a partir da inoculação da droga. Os peixes 
controle normais foram sacrificados ao final da experimentação. 
Foi feita uma abertura longitudinal ao longo do ventre 
de cada animal, facilitando a exposição dos órgãos à penetração 
do liquido fixador (formol a 20% acrescentado de 5% de ácido 
fórmico) no qual permaneceram durante uma semana. As amostras de 
figado e de rim foram obtidas pela retirada de fatias de 0,5 cm 
de espessura das regiões anterior, média e posterior de cada 
animal. Cada região continha, respectivamente, figado e porção 
anterior, porção mediana e porção restante do rim (Fig. 9). Foi 
feita uma preparação total, que incluiu os outros tecidos 
presentes nas regiões consideradas. 
Para a avaliação, foram consideradas e descritas as 
características do rim e do figado, por serem pontos onde ocorrem 
lesões produzidas por agrotôxicos (MEDINA et al, 1988). 
2.3.3.2. Metodologia histológica 
Todas as porções obtidas das regiões anterior, média e 
posterior do corpo do animal, apôs fixação, foram submetidas às 
técnicas de rotina histológica, para finalidade de diagnóstico 
dos eventuais efeitos morfológicos produzidos pelos 
organofosforados. 
Parte das lâminas foi corada pela hematoxilina 
Delafield/eosina (LILLIE, 1977). Outra parte, foi corada pelo 
P.A.S. (Acido periódico de Schiff) (LILLIE, 1977), com utilização 
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da hematoxilina Delafield para coloração dos núcleos. Em algumas 
lâminas, empregou-se o método de Pearls (azul da Prússia) para 
identificação de pigmento férrico renal (PEARSE, 1953). 
Figura 9. Planos de secções de Callichthys callichthvs para 
estudos histopatolôgicos. a, região anterior, compreendendo a 
parte do corpo do peixe contida entre a cabeça, previamente 
seccionada e o terceiro par de placas ósseas; b, região média 
compreendendo a parte do corpo situada entre o tercéiro e o sexto 
par de placas ósseas; c, região posterior compreendendo a parte 
do corpo situada entre o sexto e o décimo par de placas ósseas. 
Cada região mostrada foi subdividida em fatias e incluídas em 
parafina, submetidas às técnicas histológicas de rotina para 
análise de possíveis lesões do fígado e do rim. M, músculo; R, 
rim; I, intestino; F, fígado; E, estômago; G, gônada. 
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III. RESULTADOS 
3.1. Determinação da dose subletal do Folidol 600 para 
Callichthys callichthys 
Folidol 600, administrado em Callichthys callichthys 
na dose de 2000 mg/kg, correspondendo a 1080 mg de Paration 
metílico, ocasionou a morte de todos os animais apôs 40 minutos 
de inoculação. Os animais do grupo controle, que receberam o 
diluente (óleo de milho), permaneceram dentro dos padrões 
normais. 
A sintomatologia observada foi primeiramente agitação, 
perda de equilíbrio, representada por natação lateral, algumas 
vezes posicionados de ventre para cima com incoordenação de 
movimentos para retornar à posição normal. Apresentaram alguns 
trismas de nadadeiras peitorais, coloração esbranquiçada das 
nadadeiras e da parte ventral do corpo. A respiração mostrou-se 
superficial, com maior amplitude dos opèrculos. Os animais não 
reagiram à presença de alimento. Apôs o período de agitação 
permaneceram no fundo do aquário, com movimentos descoordenados 
na tentativa de deslocamento, com certa ansiedade sem conseguirem 
locomover-se, permanecendo, assim, até o estágio de morte. 
A dose de 1000 mg/kg de Folidol 600, correspondente a 
540 mg/kg de Paration metílico, ocasionou a morte de todos os 
animais, no fim de 48 horas da administração da droga, enquanto 
que os controles, que receberam óleo de milho, permaneceram 
dentro dos padrões normais. 
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A sintomatologia observada foi a mesma descrita 
anteriormente para os animais que receberam 1075 mg/kg de 
Paration metílico, apenas com menor intensidade e com estágios de 
agitação e repouso mais prolongados. O período de agitação durou 
aproximadamente 24 horas, apôs o qual os animais permaneceram no 
fundo do aquário com incapacidade de locomoção ou letargia até a 
morte. 
Na dose de 500 mg/kg de Folidol 600, correspondente a 
270 mg/kg de Paration metílico, os peixes não morreram no tempo 
de duração do experimento (120 horas), mas apresentaram alguns 
sintomas como perda de equilíbrio, respiração superficial com 
grande amplitude dos movimentos operculares, principalmente nas 
primeiras 48 horas. A maior parte do tempo (aproximadamente 90%) 
permanceceram no fundo do aquário, agrupados, não se alimentando 
e mostrando movimentos natatôrios descoordenados. Os animais 
controles permaneceram dentro dos padrões normais. Em razão desse 
fato, a dose de 500 mg/kg de Folidol 600 foi escolhida para os 
experimentos de análise comportamental, morfológica e para os 
estudos de inibição de colinesterase plasmática mostrados no 
presente trabalho. 
Na dose de 250 mg/kg de Folidol 600 correspondente a 
135 mg/kg de Paration metílico, os peixes também não morreram no 
tempo de duração do experimento (120 horas). Alguns sintomas, 
como perda de equilíbrio, respiração superficial foram observadas 
mas com menor intensidade. Os controles permaneceram dentro dos 
padrões normais. 
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3.2. Comportamento normal de Callichthys callichthys 
Não foi o objetivo do trabalho estudar o 
comportamento normal do Ç. callichthys. mas seu conhecimento è de 
suma importância para a compreensão dos sinais e sintomas da 
intoxicação pelo organofosforado. 
0 comportamento normal de Q. callichthys caracterizou-
se por uma natação (distância percorrida em cm durante 10 minutos 
de observação) mais elevada no período escuro (noite). Os peixes 
nadaram em média 200 cm durante 10 minutos de observação, ao 
passo que, no período de iluminação (dia), a média de natação foi 
de 100 cm durante 10 minutos de observação. 0 tempo de repouso 
expresso em porcentagem durante o período escuro foi baixo, jâ 
que repousaram aproximadamente 1% do tempo de observação, 
enquanto que no período de iluminação ocorreram picos elevados de 
repouso de aproximadamente 50%, alternados com períodos de 
motilidade. Essa motilidade foi devida à presença de alimento. 
A Fig. 10 mostra os resultados obtidos quanto ao 
padrão comportamental de natação de Callichthys callichthys i 
observado durante o dia sob estimulo alimentar. 
Verifica-se, assim, que o tamboatá, no momento que 
recebe o alimento (10:00 horas) responde com incremento em sua 
atividade natatória, fazendo com que aumente a distância 
percorrida (cm). Passado o estimulo produzido pela alimentação, o 
tamboatá retorna à sua situação de repouso até que nova etapa de 
alimentação (16:00 horas), faz com que retome sua atividade 
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natatôria mais intensa. 
Entretanto, no momento em que recebe o estimulo 
luminoso (8:00 horas) o tamboatá também experimenta uma 
ampliação, não tão intensa, na sua atividade natatôria voltando 
em seguida à sua tendência natural, durante o dia, para o 
repouso, fato que justifica a diminuição dos seus movimentos 
natatòrios registrados às 9:00 horas. 
Quanto à velocidade de natação, expressa em cm/s, foi 
menor à noite apresentando em média 1,8 cm/s e durante o dia 3,0 
cm/s. Isso implica em que, apesar do alto Índice de motilidade à 
noite, a velocidade de natação é menor, enquanto que de dia, o 
pouco que nadam o fazem com maior velocidade. 
No que concerne à atividade respiratória do tamboatá 
(Fig. 11), verifica-se que hà uma correspondência entre o 
estimulo produzido pela alimentação e o número de batimentos 
operculares que experimenta, com decréscimo constante, mas menos 
pronunciado do que do movimento natatôrio, no periodo que 
intermedeia os dois picos produzidos às 10:00 e às 16:00 horas, 
respectivamente, em razão do fornecimento de alimento. 
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PADRAü DE NATACAÜ 
88:88 89:88 18:88 11:88 12:88 13:88 14:88 15:88 16:88 17:88 
t HORftS DO DIA t 
Figura 10. Perfil comportamental de Callichthys callichthys sobre 
o estimulo da alimentação. Os valores indicados se referem à 
atividade de natação medida durante o periodo de iluminação (8:00 
- 17:00 horas). Os picos de natação aparecem às 10:00 e às 16:00 
horas, correspondendo à reação dos animais frente à alimentação e 
as 8:00 horas ao inicio do ciclo luminoso. Os valores indicados 
se referem à média de 32 animais e a natação está expressa em 
centímetros, indicando a distância percorrida em 10 minutos de 
observação. 
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Figura 11. Perfil comportamental da frequência respiratória de 
Callichthys callichthys. Os valores indicados se referem à 
frequência respiratória durante o período de iluminação (8:00 
- 17:00 horas). Aumento na frequência respiratória è observado 
nos horários de alimentação e no inicio do ciclo luminoso (8:00 
horas). Os valores indicados se referem à média de 32 animais e a 
frequência respiratória está expressa em batimentos 
operculares/minuto. 
3.3. Comportamento dos peixes intoxicados 
3.3.1. Efeito do Folidol 600 no padrão de natação de 
Callichthys callichthys 
O efeito exercido pelo Folidol 600, na dose de 500 
mg/kg, correspondente a 270 mg/kg de Paration metílico, sobre a 
atividade de natação do Callichthys callichthys. foi analisado. 
As Figs. 12A a 12E demonstram os eventos ocorridos ao longo do 
experimento (120 horas de observação), registrados no período de 
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iluminação, isto è, de 8:00 às 18:00 horas, a partir da 
administração do Folidol 600 (tempo "zero"). Foram feitas 
observações às 7:00 e às 18:00 horas, no período de escuro 
(noite), para verificação da ocorrência de uma possível mudança 
comportamental referente ao estimulo do inicio e do término do 
ciclo luminoso. 
Verifica-se, pelos resultados obtidos, que os peixes 
que receberam a droga apresentaram um padrão de natação abaixo 
dos valores mínimos encontrados para os controles normais. 
Observa-se que a partir de 24 horas apôs a administração da 
droga, os animais começaram a reagir ao estimulo alimentar. 
Quando o alimento foi fornecido, aqueles que vinham se mantendo 
em repouso, agrupados, executaram movimentos descontínuos de 
natação com descoordenação das nadadeiras, sem tomarem direção 
definida, e sem chegarem a ingerir alimento, voltando logo à 
posição inicial e ao repouso. 
No 5 o dia, 96 horas apôs a administração da droga, 
observa-se que a curva tende a atingir os valores mínimos do 
padrão normal, o que revela um aumento na motilidade dos peixes. 
Entretanto, os movimentos e a postura de natação continuaram 
alterados. 
DIA 1 - PADRAÛ DE MA7ACAÛ 
D MAX-CONTROLE + HIIt-CONTRDLE « (©-EXPERIMENTAL 
DIA 2 - PADRAO DE NATACAO 
o RAX-CONTROtE + H1N-CONTROLE « RD-EXPERIHEMTAL 
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DIA 3 - PADRAÜ DE NATACAÛ 
J HORAS DO DIA 1 
D HAX-CONTROLE + MN-CONTROLE « fD-EWERIHENTAL 
DIA 4 - PADRAÜ DE NATACAÖ 
"1 1 ! 1 1 I I I 1 1 r 
08:98 99:88 16:89 11:88.12:90 13:88 14:88 15:89 16:88 17:88 18:08 
^ HORAS DO DIA t D HAX-CONTROLE + MN-CONTROLE o PID-EKPERItlENTAl 
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DIA 5 - PADRAO DE NATACAO 
HORAS DO DIA 
D RAX-CONTROLE + MlfHXWTROLE • PID-EXPERIMENTAL 
Figura 12. Efeito do Folidol 600 no padrão de natação de 
Callichthvs callichthvs. Trinta e dois animais tratados com 
Folidol 600 na dose de 500 mg/kg, correspondente a 270 mg de 
Paration metílico por kg de peso, foram distribuídos em 8 
aquários e observados durante o ciclo luminoso de 8:00 às 18:00 
horas. Do grupo de animais controle normais, foram determinados 
valores máximos ( D max-controle) e os mínimos ( + min-
controle). A faixa sombreada representa a variação do padrão de 
natação normal. A curva ( O md-experimental) foi obtida como 
média experimental dos animais intoxicados. A, comportamento no 
"tempo zero" medido às 7:00 horas e na continuidade do Io dia; B, 
padrão de natação do 2 o dia; C, padrão de natação do 3odia; D, 
padrão de natação do 4 o dia; E, padrão de natação do 5 C dia após 
administração da droga. As flechas indicam os horários de 
alimentação (10:00 e 16:00 horas). A natação dos peixes está 
expressa em centímetros, indicando a distância percorrida em 10 
minutos de observação. 
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3.3.2. Efeito do Folidol 600 sobre o padrão de 
velocidade de natação do Callichthys callichthys 
O efeito exercido pelo Folidol 600 na dose de 500 
mg/kg, correspondente a 270 mg/kg de Paration metílico, sobre a 
velocidade de natação do Callichthys callichthys, foi 
analisada. As Figs. 13A a 13E demonstram os eventos ocorridos ao 
longo do experimento (120 horas de observação), registrados a 
partir da administração da substância (tempo "zero") no período 
de iluminação (8:00 às 18:00 horas). Foram feitas observações às 
7:00 e às 18:00 horas, no periodo escuro (noite), para 
verificação da ocorrência de uma possível mudança comportamental 
referente ao estimulo do inicio e do término do ciclo luminoso. 
Verifica-se, pelos resultados obtidos, que os peixes 
intoxicados com Folidol 600 apresentaram velocidade de natação, 
em alguns horários do dia, superior aos valores máximos 
encontrados para os controles. Apesar da natação se apresentar 
descontinua e descoordenada, os peixes nadaram rapidamente. Esse 
fato está demonstrado nas Figs. 12A a 12E, onde fica nitida a 
necessidade dos peixes retornarem à posição de repouso inicial, 
apôs períodos de natação. 
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Figura 13. Efeito do Folidol 600 sobre o padrão de velocidade de 
natação de Callichthys callichthys. Trinta e dois animais 
tratados com Folidol 600 na dose de 500 mg/kg, correspondente a 
270 mg de Paration metílico por kg de peso, foram distribuídos em 
8 aquários e observados durante o ciclo luminoso de 8:00 às 
18:00 horas. Do grupo de animais controle normais, foram 
determinados valores máximos ( • max-controle) e os mínimos 
( 4- min-controle). A faixa sombreada representa a variação do 
padrão de velocidade de natação normal. A curva ( ^ md-
experimental) foi obtida como média experimental dos animais 
intoxicados. A, comportamento no "tempo zero" medido às 7:00 
horas e na continuidade do I o dia; B, padrão de velocidade de 
natação do 2o dia; C, padrão de velocidade de natação do 3°dia; 
D, padrão de velocidade de natação do 4 o dia; E, padrão de 
velocidade de natação do 5 0 dia apôs administração da droga. As 
flechas indicam os horários de alimentação (10:00 e 16:00 horas). 
A velocidade de natação dos peixes está expressa em centímetros 
por segundo, indicando a distância percorrida por unidade de 
tempo. 
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3.3.3. Efeito do Folidol 600 sobre o tempo de repouso 
do Callichthys callichthys 
O efeito exercido pelo Folidol 600 na dose de 500 
mg/kg, correspondente a 270 mg/kg de Paration metílico, sobre o 
tempo de repouso do Callichthys callichthys. foi analisado. 
As Figs. 15A a 15E demonstram os eventos ocorridos ao longo do 
experimento (120 horas de observação), registrados a partir da 
administração da substância (tempo "zero") no período de 
iluminação (8:00 às 18:00 horas). Foram feitas observações as 
7:00 e às 18:00 horas, no período escuro (noite), para 
verificação da ocorrência de uma possível mudança comportamental 
referente ao estimulo do inicio e do término do ciclo luminoso. 
Verifica-se, pelos resultados obtidos, que os peixes 
intoxicados pelo Folidol 600 apresentaram tempo de repouso 
superior aos valores máximos encontrados para os controles. Nas 
primeiras 24 horas apôs a intoxicação, os peixes repousaram 
aproximadamente 90% do tempo de observação. Posteriormente (2o 
dia), reagiram ao estimulo alimentar, com movimentos descontínuos 
de natação, retornando logo a posição inicial de repouso. No 5 o 
dia, apôs 96 horas, há nitida tendência de diminuição do tempo de 
repouso. 
A postura de repouso tomada pelos animais intoxicados 
mostrou-se alterada em comparação com a normal, aqueles 
permanecendo agrupados no fundo e no canto do aquário, uns sobre 
os outros, mostrando, também, algumas vezes, dificuldade em se 
manterem totalmente apoiados no substrato. Lentamente, a parte 
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anterior do seu corpo flutuava, o que fazia os animais repousarem 
em ângulos de 45° , apoiados apenas na nadadeira cauda l (Fig. 14). 
Figura 14. Efeito do Folidol 600 sobre a postura de repouso do 
Callichthys callichthys intoxicado na dose de 500 mgjkg. O animal 
se apoia na nadadeira caudal mantendo o corpo em ângulo de 45° 
em razão da dificuldade de se manter apoiado no substrato. Foto 
obtida de video, por congelamento da imagem. 
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DIA 5 - PADRAO TEMPO DE REPOUSO 
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Figura 15. Efeito do Folidol 600 sobre o tempo de repouso do 
Callichthys callichthys. Trinta e dois animais tratados com 
Folidol 600 na dose de 500 mg/kg, correspondente a 270 mg de 
Paration metílico por kg de peso, foram distribuídos em 
8 aquários e observados durante o ciclo luminoso de 8:00 às 
18:00 horas. Do grupo de animais controle normais, foram 
determinados valores máximos ( • max-controle) e os mínimos 
( + min-controle). A faixa sombreada representa a variação do 
padrão de velocidade de natação normal. A curva ( o rod-
experimental) foi obtida como média experimental dos animais 
intoxicados. A, comportamento no "tempo zero" medido às 7:00 
horas e na continuidade do Io dia; B, padrão de tempo de 
repouso do 2 o dia; C, padrão de tempo de repouso do 3odia; D, 
padrão de tempo de repouso do 4 o dia; E, padrão de tempo de 
repouso do 5 o dia apôs administração da droga. As flechas indicam 
os horários de alimentação (10:00 e 16:00 horas). O tempo de 
repouso durante 10 minutos de observação, está expresso em 
porcentagem. 
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3.3.4. Efeito do Folidol 600 no padrão de subidas à 
superfície do Callichthys callichthys 
O efeito exercido pelo Folidol 600 na dose de 500 
mg/kg, correspondente a 270 mg/kg de Paration metílico, sobre o 
padrão de subidas à superfície do Callichthys callichthys. foi 
analisado. As Figs. 16A a 16E demonstram os eventos ocorridos 
ao longo do experimento (12 0 horas de observação), registrados a 
partir da administração da substância (tempo "zero") no período 
de iluminação (8:00 às 18:00 horas). Foram feitas observações às 
7:00 e às 18:00 horas, no período escuro (noite), para 
verificação da ocorrência de uma possível mudança comportamental 
referente ao estimulo do inicio e do término do ciclo luminoso. 
Observa-se, pelos resultados obtidos, que os peixes 
intoxicados, apresentaram frequência de subidas à superfície 
inferior ou próxima dos valores mínimos encontrados para os 
controles normais. 
DIA 1 - PADRAO DE SUBIDAS A SUPERFÍCIE 
HORAS DO DIA 1 
D MflX-CONTROLE + MIN-CONTROLE o (©-EXPERIMENTAL 
DIA 2 - PADRAO DE SUBIDAS A SUPERFÍCIE 
• HAX-CONTROLE + HIN-CONTROLE « (©-EXPERIMENTAL 
DIA 3 - PADRAO DE SUBIDAS A StPERFlCIE 
. ! HORAS DO DIA 1 
o MAX-CONTROLE + MIN-CONTROLE « ̂EXPERIMENTAL 
DIA 4 - PADRAO DE SUBIDAS A SUPERFICIE 
o RAX-CONTROLE + MltKONTROLE « RD-EXPERIMENTAL 
63 
DIA 5 - PADRAO DE SUBIDAS A SIPECFICIE 
£ \ a 
> 




1 1 1 1 1 1 1 t i r 
09:88 18:88 11:88 12:88 13:88 14:88 15:® 16:08 17: E 
t HORAS DO DIA ^ 
d mx-corrreoLE + him-otitrole « rd-experimental 
Figura 16. Efeito do Folidol 600 no padrão de subidas à 
superfície do Callichthys callichthys. Trinta e dois animais 
tratados com Folidol 600 na dose de 500 mg/kg, correspondente a 
270 mg de Paration metílico por kg de peso, foram distribuídos em 
8 aquários e observados durante o ciclo luminoso de 8:00 às 
18:00 horas. Do grupo de animais controle normais, foram 
determinados valores máximos (a max-controle) e os mínimos 
( + min-controle). A faixa sombreada representa a variação do 
padrão de subidas à superfície. A curva ( O md-experimental) foi 
obtida como média experimental dos animais intoxicados. A, 
comportamento no "tempo zero" medido às 7:00 horas e na 
continuidade do Io dia; B, padrão de subidas à superfície do 2o 
dia; C, padrão de subidas à superfície do 3 o dia; D, padrão de 
subidas à superfície do 4o dia; E, padrão de subidas à 
superfície do 5o dia apôs administração da droga. As flechas 
indicam os horários de alimentação (10:00 e 16:00 horas). A 
frequência de subidas à superfície está expressa em número de 
vezes por minuto. 
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3.3.5. Efeito do Folidol 600 no padrão de procura de 
alimento do Callichthys callichthys 
O efeito exercido pelo Folidol 600 na dose de 500 
mg/kg, correspondente a 270 mg/kg de Paration metílico, sobre o 
padrão procura de alimento do Callichthys callichthys. foi 
analisado. As Figs. 17A a 17E demonstram os eventos ocorridos 
ao longo do experimento (120 horas de observação), registrados a 
partir da administração da substância (tempo "zero") no periodo 
de iluminação (8:00 às 18:00 horas). Foram feitas observações as 
7:00 e 18:00 horas, no periodo escuro (noite), para verificação 
da ocorrência de uma possível mudança comportamental referente ao 
estimulo do inicio e do término do ciclo luminoso. 
Observa-se, pelos resultados obtidos, que os peixes 
intoxicados apresentaram frequência de procura de alimento 
inferior à dos controles normais. Verifica-se que, apôs 24 horas 
da administração da droga, os animais procuraram o alimento sem 
contudo se alimentarem. Apenas no 5 o dia, esse comportamento 
tornou-se mais frequente. 
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Figura 17. Efeito do Folidol 600 no padrão de procura de 
alimento do Callichthys callichthys. Trinta e dois animais 
tratados com Folidol 600 na dose de 500 mg/kg, correspondente a 
270 mg de Paration metílico por kg de peso, foram distribuídos em 
8 aquários e observados durante o ciclo luminoso de 8:00 às 
18:00 horas. Do grupo de animais controle normais, foram 
determinados valores máximos ( o max-controle) e os mínimos 
( min-controle). A faixa sombreada representa a variação do 
padrão de procura de alimento. A curva ( o md-experimental) foi 
obtida como média experimental dos animais intoxicados. A, 
comportamento no "tempo zero" medido às 7:00 horas e na 
continuidade do Io dia; B, padrão de procura de alimento do 2o 
dia; C, padrão de procura de alimento do 3o dia; D, padrão 
de procura de alimento do 4o dia; E, padrão de procura de 
alimento do 5o dia apôs administração da droga. As flechas 
indicam os horários de alimentação (10:00 e 16:00 horas). A 
frequência de procura de alimento está expressa em número de 
vezes por minuto. 
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3.3.6. Efeito do Folidol 600 no padrão de respiração 
do Callichthys callichthys 
O efeito exercido pelo Folidol 600 na dose de 500 
mg/kg, correspondente a 270 mg/kg de Paration metílico, sobre o 
padrão de respiração do Callichthys callichthys. foi 
analisado. Às Figs. 18A a 18E demonstram os eventos ocorridos ao 
longo do experimento (120 horas de observação), registrados a 
partir da administração da substância (tempo "zero") no periodo 
de iluminação (8:00 às 18:00 horas). Foram feitas observações as 
7:00 e às 18:00 horas, no periodo escuro (noite), para 
verificação da ocorrência de uma possível mudança comportamental 
referente ao estimulo do inicio e do término do ciclo luminoso. 
Verifica-se pelos resultados obtidos, que os peixes 
intoxicados apresentaram frequência respiratória que variou, 
aproximadamente, de 60 a 120 batimentos por minutos ao longo do 
experimento. Observa-se que esses valores estão dentro dos 
padrões normais de respiração. Entretanto a amplitude opercular 
foi maior do que a normal, principalmente durante as primeiras 48 
horas após a inoculação. 
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Figura 17. Efeito do Folidol 600 no padrão de respiração do 
Callichthys callichthys. Trinta e dois animais tratados com 
Folidol 600 na dose de 500 mg/kg, correspondente a 270 mg de 
Paration metílico por kg de peso, foram distribuídos em 8 
aquários e observados durante o ciclo luminoso de 8:00 às 
18:00 horas. Do grupo de animais controle normais, foram 
determinados valores máximos (o max-controle) e os mínimos 
( -f- min-controle) . A faixa sombreada representa a variação do 
padrão de respiração. A curva ( O md-experimental) foi obtida 
como média experimental dos animais intoxicados. A, comportamento 
no "tempo zero" medido às 7:00 horas e na continuidade do Io dia; 
B, padrão de respiração do 2o dia; C, padrão de respiração do 3o 
dia; D, padrão de respiração do 4 o dia; E, padrão de respiração 
do 5° dia após administração da droga. As flechas indicam os 
horários de alimentação (10:00 e 16:00 horas). A frequência 
respiratória está expressa em número de batimentos operculares 
por minuto. 
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3.3.7. Efeito do óleo de milho nos padrões de natação, 
velocidade de natação, tempo de repouso, subidas à superfície, 
procura de alimento e frequência respiratória. 
Como o óleo de milho foi o material utilizado como 
veiculo para administração do Folidol 600, experimentos foram 
conduzidos no sentido de estabelecer o seu efeito sobre o 
comportamento dos peixes em experimentação. As Figs. 19A a 19 F 
mostram, respectivamente, o efeito do óleo de milho sobre o 
padrão de natação, velocidade de natação, tempo de repouso, 
subidas à superfície, procura de alimento e frequência 
respiratória. 
Verifica-se que a média dos resultados encontrados 
para os peixes tratados com óleo de milho permaneceu dentro dos 
padrões normais. O tempo de repouso foi mais acentuado, porém 
acompanhando a curva normal. 
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Figuras 19A a 19F. Efeitos do óleo de milho sobre o comportamento 
do Callichthys callichthys. A, efeito sobre o padrão de natação 
ao longo do experimento (120 horas); B, efeito sobre a velocidade 
de natação; C, efeito sobre o tempo de repouso; D, efeito sobre a 
frequência de subidas à superfície; E, efeito sobre a procura de 
alimento e F, efeito sobre a frequência respiratória. Doze 
animais tratados com óleo de milho, foram distribuídos em 3 
aquários e observados durante o ciclo luminoso de 10 horas de 
duração, tendo inicio às 8:00 horas. Dos animais controles 
normais foram determinados os valores máximos (d max-controle) e 
os mínimos ( + min-controle), sendo que a faixa sombreada entre 
as duas curvas representa a variação do padrão normal de 
Callichthys callichthys. A curva traçada com os valores médios 
dos dados dos controles de óleo ( O md-experimental), foi 
superposta à faixa normal. Observam-se assim os resultados 
obtidos em 10 minutos de observação correspondentes ao padrão de 
natação (expresso em cm), velocidade de natação (cm/s), tempo de 
repouso (%), subidas à superfície (vezes/min), procura de 
alimento (vezes/min) e frequência respiratória (batimentos/min). 
As flechas indicam os horários de alimentação (10:00 e 16:00 
horas). 
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3.4. Efeito do Folidol 600 sobre a atividade da colinesterase 
plasmática do Callichthys callichthys. 
Foi estudado o efeito exercido pelo Folidol 600, na 
dose de 500 mg/kg, correspondente a 270 mg de Paration metílico 
por kg de peso, sobre a atividade da colinesterase plasmática do 
Callichthys callichthys. 
As Figs. 20 e 21 mostram a inibição da enzima a partir 
de 4 horas apôs a administração da droga, e a sua recuperação ao 
longo de 37 dias. 
Verifica-se, pelos resultados obtidos, que nos animais 
intoxicados ocorreu inibição da colinesterase em cerca de 90%, 
medido apôs 4 horas da administração do Folidol 600, mantendo-se 
esse nível constante durante oito a dez dias. Apenas a partir do 
décimo dia apôs a administração do organofosforado, os peixes 
começaram a recuperar os níveis enzimáticos da colinesterase 
atingindo 90% de atividade entre o 34° e o 37° dia. 
Nesse período, os peixes apresentaram a sintomatologia 
de intoxicação descrita no item 3.3. Apôs 8 dias da administração 
do Folidol 600 os tamboatás passaram a ter um comportamento 
normal, com natação rítmica e coordenada. 0 tempo de repouso 
continuou mais elevado em comparação aos valores normais. Quanto 
a postura de repouso, os peixes não mais se agruparam e deixaram 
de repousar apoiados apenas na nadadeira caudal, em ângulo de 45° 






Figura 20. Efeito do Folidol 600 sobre a atividade da 
colinesterase plasmática do Callichthys callichthys. A, 
percentual relativo de atividade enzimática em unidades de 
enzima. B, percentual relativo de atividade enzimática especifica 
medido como relação entre unidades de enzima por L/g de proteína 
plasmática por L (Uenz.L/g de proteína por L). O tempo "zero" 
mostrado corresponde aos níveis normais de colinesterase 
plasmática obtidos como média da determinação de 36 animais. A 
primeira medida de atividade da colinesterase dos animais 
intoxicados foi procedida 4 horas apôs a administração do 
composto organofosforado Folidol 600 seguindo até 34 dias. 
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Figura 21. Efeito do Folidol 600 sobre a atividade da 
colinesterase plasmática do Callichthys callichthys. A, 
percentual relativo de atividade enzimática em unidades de 
enzima. B, percentual relativo de atividade enzimática especifica 
medido como relação entre unidades de enzima por L/g de proteína 
plasmática por L (Uenz.L/g de proteína por L). O tempo "zero" 
mostrado corresponde aos níveis normais de colinesterase 
plasmática obtidos como média da determinação de 36 animais. A 
primeira medida de atividade da colinesterase dos animais 
intoxicados foi procedida 24 horas apôs a administração do 
composto organofosforado Folidol 600 seguindo até 37 dias. 
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3.5. Efeito do Folidol 600 sobre a morfologia renal e 
hepática do Callichthys callichthys 
O efeito exercido pelo Folidol 600, na dose de 500 
mg/kg, correspondente a 270 mg de Paration metílico por kg de 
peso, sobre a morfologia renal e hepática do Callichthys 
callichthys foi analisado. 
As Figs. 22 a 25 mostram as lesões encontradas no rim 
e no fígado dos animais sacrificados após 96 e 120 horas da 
administração da droga. 
Observa-se pelos resultados obtidos que tanto os 
animais do grupo controle normal como o tratado com óleo de milho 
apresentaram algumas lesões produzidas por helmintos, com reação 
inflamatória aguda e crônica em torno dos parasitos. 
Os animais experimentais mostraram 4 e 24 horas apôs a 
administração do Folidol 600 as mesmas lesões mencionadas nos 
grupos controles. 
Observou-se no rim dos animais sacrificados 48 horas 
apôs a administração do Folidol 600, necrose de raras células 
epiteliais em túbulos contornados proximais. 
Nos animais sacrificados 72 horas apôs a administração 
do Folidol 600, foi observado no rim degeneração parenquimatosa e 
necrose de células epiteliais em túbulos contornados proximais. 
Apôs 96 horas da administração do Folidol 600 foi 
observado no rim degeneração e necrose do epitèlio tubular, mais 
acentuada nos túbulos contornados proximais e no fígado necrose 
focal e degeneração vacuolar nuclear (Figs. 22 e 23). 
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Nos peixes sacrificados 120 horas apôs a administração 
do Folidol 600, as lesões se repetiram. No figado foi observado 
degeneração vacuolar nuclear e necrose focal, e no rim 
degeneração e necrose do epitèlio tubular. Essas lesões foram 
mais intensas que as observadas nos animais sacrificados apôs 96 
horas (Figs. 24 e 25). A reação de PAS permitiu perceber em um 
dos animais desse grupo uma acentuada redução no glicogênio 
hepático. 
Alguns aglomerados pigmentares presentes no rim deram 
reação positiva para o ferro. 
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Figura 22. Aspectos histopato16gicos das lesões renais produzidas 
pelo Folidol 600 em Callichthys ~allichthys. Formol + Acido 
fórmico, HE x 500. Os peixes sacrificados após 96 horas da 
administração da droga apresentaram degeneração e necrose do 
epitélio dos t~bulos contornados proximais. 
Figura 23 . Aspectos histopato16gicos da s lesões 
produzidas pelo Folidol 600 em Callichthys c allichthys. 
!cido f6rmico , HE x 50 0. Os peixes sacri f icados a p6s 96 
administração da droga apresentaram degeneraç ã o v acuolar 







Figura 24. Aspectos histopatol6gicos das lesões renais produz i das 
pelo Folidol 600 em Callichthys callichthys. Formol + Acido 
f6rmico, HE x 200 . Os peixes sacrificados ap6s 120 hor as da 
administração d a droga apre sentaram degeneração e necros e do 
epitélio tubular . 
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Figura 25. Aspectos histopato16gicos das lesões hepAticas 
produzidas pelo Folidol 600 em Callichthys callichthys. Forrnol + 
Acido f6rrnico, HE x 500 . Os peixes s acrificados ap6s 120 horas da 
administração da droga aprese ntaram degeneração vacuola r nuclear 
e necrose focal. 
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IV. DISCUSSÃO 
Quando substâncias anticolinesterásicas foram 
empregadas em neurofisiologia experimental, acreditava-se que as 
referidas drogas tivessem, na pós-sinapse, o ponto de lesão 
bioquímica, desenvolvendo como efeito, atividade inibidora da 
acetilcolinesterase. 
Presentemente, há seguras indicações de que a ação 
primária das anticolinesterases está relacionada com a 
transmissão colinèrgica e com as colinesterases. 
Por outro lado, as ações produzidas por esse grupo de 
drogas são mais complexas do que se poderia acreditar pois, no 
campo da transmissão colinèrgica, as anticolinesterases afetam 
tanto as áreas prè-sinápticas como, também, as pôs-sinápticas. E 
assim que as anticolinesterases facilitam as sinapses, modificam 
a permeabilidade da membrana e podem produzir efeitos 
neurotóxicos. 
Os estudos sobre a neurotoxicidade produzida pelos 
organofosforados tiveram inicio quando foi constatado que os 
efeitos tardios de neurotoxicidade apresentados por pessoas que 
utilizavam gengibre da Jamaica, eram devidos à presença, como 
contaminante, do triortocresil fosfato, empregado no preparo da 
bebida. Embora o triortocresil fosfato não seja empregado como 
inseticida, os seus efeitos tóxicos e as suas propriedades de 
neurotoxicidade acompanham de perto as lesões bioquímicas 
apresentadas pelos organofosforados utilizados como pesticidas. 
As pertubações associadas à neuropatia 
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organofosforada no homem ou nos animais sensíveis, se iniciam 
por perturbações sensoriais, fazendo-se acompanhar de fraqueza 
muscular e de ataxia progressiva cuja severidade e extensão 
atingem as pernas, tornando-as flácidas e fracas. As observações 
de ALDRIDGE & JOHNSON (1971), mostram que o homem e as aves são 
as espécies mais sensíveis aos efeitos dos referidos tóxicos, 
muito embora outros animais possam ser igualmente afetados. 
De qualquer maneira, as galinhas atropinizadas 
passaram a se constituir em ótimos bioindicadores para detectar a 
presença e a intoxicação produzida pelos organofosforados. Como 
uma das características dos inibidores da colinesterase é a de 
ressaltar as propriedades do amónio quaternário da acetilcolina, 
a atropinização prévia da galinha impede a morte do animal. 
Entre os pacientes humanos que resistiram à 
intoxicação e, portanto, sobreviveram, a recuperação da força 
muscular, do movimento e da própria sensibilidade, foram, em 
alguns casos, lentas e demoradas. Casos houve onde o 
comprometimento das vias nervosas foi de tal ordem que se 
tornaram irreversíveis e permanentes, fato que permite supor um 
comprometimento grave dos segmentos proximais das raizes dos 
nervos espinhais. 
Condições outras, não ligadas à toxicidade natural do 
veneno, podem modificar os aspectos e a sequência da intoxicação. 
A sintomatologia produzida pelos diferentes fosforados pode 
diferir ou variar de um composto para outro em função das vias de 
acesso, da distribuição, da biotransformação ou então, da 
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afinidade . apresentada pelo veneno para acetilcolinesterase ou 
por qualquer outro receptor inespecifico contido no corpo animal. 
De maneira geral, as substâncias organofosforadas de 
uso comum são relativamente bem excretadas ou mesmo 
metabolizadas, a não ser que se processe acúmulo da droga no 
organismo ou, então, quando a própria acetilcolinesterase retem 
mais firmemente o inibidor. Nessa situação, os sinais e os 
sintomas do envenenamento se assemelham na intensidade e na 
gravidade aos produzidos por uma única dose forte ou pela 
sucessão de pequenas doses, todas atingindo um acúmulo critico, 
deixando sequelas crônicas bastante graves. 
A Tab. 2 (LARINI, 1979) resume os sinais e sintomas 
apresentados pelo homem quando submetidos ao envenenamento pelos 
organofosforados. 
Afora os efeitos colaterais inerentes ao próprio 
preparado comercial, os sinais e os sintomas exteriorizados pela 
intoxicação organofosforada são inteiramente devidos aos efeitos 
farmacológicos - muscarinicos e nicotlnicos - produzidos pelo 
amónio quaternário da acetilcolina que se acumula nos locais da 
inibição ou na placa motora da musculatura estriada. 
Na intoxicação organofosforada, aparecem primeiro os 
efeitos muscarinicos pelo fato do segundo neurônio do 
parassimpático estar localizado na parede dos órgãos, próximo 
dos receptores periféricos do parassimpático. Os efeitos 
muscarinicos são muito mais marcantes do que os nicotlnicos e 
também mais dramáticos. 
TABELA 2. SINAIS E SINTOMAS NA INTOXICAÇAO POR INSETICIDAS 
ORGANOFOSFORADOS. 
SINAIS E SINTOMAS 
LOCAL PRECOCES TARDIOS 
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Investigações indicaram que, em geral, os compostos 
organofosforados são menos tóxicos que os clorados, e o seu uso 
tem aumentado significativamente (ANON, 1959). Em uma revisão dos 
efeitos dos pesticidas na vida aquática, HOFFMANN (1960) salienta 
que alguns organofosforados são altamente tóxicos para certas 
espécies de peixes. 
Apesar da sintomatologia muscarinica e da nicotinica 
ser tão pronunciada nos mamíferos, não existe, segundo PICKERING 
et al (1962), nítida correlação de efeitos entre os peixes e os 
mamíferos. Alguns compostos organofosforados são relativamente 
menos tóxicos para mamíferos do que para peixes e vice-versa. 
Estas diferenças podem permitir o desenvolvimento de metodologias 
para o monitoramento das águas frente aos organofosforados 
utilizando-se peixes sensíveis como bioindicadores. 
Exemplificando, a tolerância humana para o Sarin, 
organofosf orado de uso militar, é de 0,5 mg por litro de água. 
Essa concentração contudo, pode ser facilmente detectada, 
em 8 minutos, utilizando-se o peixe como bioindicador (PICKERING 
& HENDERSON, 1959). Além disso, a sensibilidade de várias 
espécies de peixes pode ser importante auxiliar na identificação 
qualitativa de inseticidas organofosforados que contaminam 
eventualmente mananciais de água e cuja natureza é desconhecida. 
Dentre a longa lista de intoxicantes do meio ambiente, 
o organofosforado Folidol 600 Bayer, è um dos inseticidas de mais 
largo emprego na agricultura do Estado do Paraná. A sua 
utilização, diluído em água, é feita por aparelhos costais, 
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tratorizados, ou ainda por meio de aeronaves. Com isso, é fácil 
imaginar que esse inseticida acabe por contaminar as águas 
vicinais das glebas cultivadas, diretamente ou carreado pelas 
chuvas. Um dos seus efeitos mais deletérios é o de que os 
organismos aquáticos, particularmente os peixes, são afetados por 
tal prática. 
Assim, para o presente estudo, procurou-se utilizar um 
produto formulado, já que são esses os que produzem toxicidade 
nos organismos aquáticos. 
Os pesticidas são formulados como concentrados 
emulsifiçáveis, preparações granuladas, aerosois ou pó, os quais 
auxiliam na dispersão do composto. De acordo com MURTY (1986), a 
avaliação da toxicidade dos pesticidas não é suficiente se apenas 
o composto puro é avaliado. Os organismos aquáticos podem ser 
ocasionalmente expostos a formulações e, em geral, concentrados 
emulsifiçáveis são mais tóxicos que o principio ativo por si só.' 
Essa opinião è também compartilhada por PICKERING 
(1963) que, em experimentos conduzidos para comparar a toxicidade 
dos organofosforados com algumas formulações comerciais, 
verificou que os formulados foram mais tóxicos do que o produto 
técnico. 
Assim, é muito importante analisar os efeitos de doses 
subletais de um produto comercial como o Folidol 600 em peixes, 
com a finalidade de estabelecer procedimentos de controle de 
contaminação das águas. Por outro lado, a análise do efeito 
biológico de inseticidas como o Paration metílico possui, por si 
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sô, interesse acadêmico no sentido de analisar com mais acuràcia 
e, se possível, a nível celular, os efeitos por ele produzidos em 
organismos animais. 
Em experimentos prévios com Tilapia rendalli (FANTA et 
al, 1988) constatou-se que a administração intracelomàtica de 
doses de 2000 e 1000 mg/kg de Folidol 600 ocasionaram a morte dos 
animais experimentais. Na dose de 500 mg/kg, os peixes não 
morreram, porém apresentaram sintomatologia tóxica como agitação, 
perda de equilíbrio e maior agressividade. As lesões hepáticas 
caracterizaram-se por hepatócitos vacuolizados e tumefatos, com 
núcleos na periferia, lesões essas que progrediram ao longo do 
experimento, até um estado de necrose focal e desorganização do 
parênquima. 
BENKE & MURPHY (1974) haviam estabelecido dose letal 
de Paration metílico superior a 2500 mg/kg de peso, o que 
corresponderia a aproximadamente 5000 mg/kg de Folidol 600, para 
Lepomis qibbosus ("sunfish"). 
Em CL- callichthys, doses de Folidol 600 de 2000 e 1000 
mg por kg de peso, provocaram a morte dos peixes em prazo que 
variou de 40 minutos a 48 horas, respectivamente. Os tamboatás 
mostraram sintomatologia de intoxicação nessas doses, 
correspondente à sequência de etapas de envenenamento em peixes 
(Fig. 26) de acordo com REICHENBACH-KLINKE (1980). Em uma 
primeira fase, o peixe demonstra comportamento normal. Na fase de 
difusão, reage à ação da substância com sintomas que podem variar 
com a via de administração e com a droga. No £. callichthys. 
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observou-se tentativa de fuga, como se tentasse esquivar-se do 
foco de ação prejudicial e que se caracteriza por período de 
agitação. A fase de manifestação está relacionada com aquela em 
que os peixes externam um acúmulo de sinais e sintomas causados 
pelos tóxicos. Nessa fase, os peixes apresentaram como 
sintomas mais evidentes, perda de equilíbrio, mudança de 
coloração e anorexia. 
Na fase de letalidade, aparecem as lesões permanentes, 
que vão se tornando irreversíveis e progressivas. De forma 
paulatina, provocam a morte. A sintomatologia do callichthys 
relacionada com essa fase caracterizou-se por permanecerem no 
fundo do aquário, executando movimentos descoordenados das 
nadadeiras, sem contudo conseguirem se locomover. Esses 
movimentos continuaram até o estágio de morte. 
Em comparação com a sintomatologia precoce da 
intoxicação por inseticidas organofosforados em seres humanos 
(Tab. 2), os peixes apresentaram alterações nervosas como 
ansiedade, agitação e perda de equilíbrio. Como efeitos 
muscarinicos, apenas pode-se citar anorexia e aumento do ritmo 
respiratório superficial que nos peixes manifestou-se por maior 
amplitude opercular. Os efeitos nicotinicos relacionam-se com o 
período em que os animais permaneceram no fundo do aquário 
demonstrando certa fraqueza muscular, com movimentos natatôrios 
descoordenados, na tentativa de se deslocarem, bem como 
contrações involuntárias exteriorizadas por trismas nas 
nadadeiras. 
Figura 26. Fases da intoxicação de peixes por pesticidas (Modificado de 
REICHEMBACH - KLINKE, 1980). 
\o u> 
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Verifica-se que os sintomas em Ç. callichthys 
correspondem, apenas, aos efeitos precoces em seres humanos, 
possivelmente por se tratar de um experimento agudo. Se este 
tivesse sido prolongado até um nivel crônico, eventualmente mais 
sintomas correlacionados com os que ocorrem no homem poderiam ser 
verificados. 
Callichthys callichthys se mostrou um excelente 
organismo para estudos dessa natureza, já que se adapta muito às 
condições de confinamento em aquários experimentais, sendo 
facilmente manuseado e resistente a operações tais como 
administração de drogas, punção cardíaca continua e outros 
processos de manejo. 
Um dos procedimentos mais adequados para o estudo dos 
efeitos tóxicos de drogas em peixes è, sem dúvida, a análise das 
alterações que pode o animal sofrer quanto à sua biologia 
comportamental. Para tanto, são utilizados vários sinais e 
sintomas de comportamento normal estabelecidos quando os peixes 
são mantidos em condições adequadas e padronizadas de 
temperatura, salinidade, oxigenação e de concentração 
hidrogeniônica, que permitem conhecer, para cada espécie de 
peixe, a maneira pela qual comporta-se no seu ambiente. 
Eventualmente, esse comportamento pode ter ritmo circadiano. 
As alterações comportamentais dos peixes intoxicados 
com 500 mg/kg de Folidol 600 foram, então, estudadas e 
devidamente analisadas quanto aos efeitos causados pelo Paration 
metílico (Figs. 12 a 18). 
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Os peixes intoxicados apresentaram valores de natação 
abaixo daqueles obtidos com os animais normais ou injetados com 
óleo de milho. Contudo, quando nadavam, os movimentos eram 
descontínuos,e com descoordenação de nadadeiras. 
A diminuição da natação e a perda de equilíbrio são 
efeitos deletérios para os peixes pois ficam vulneráveis ao meio 
ambiente. 
O alimento fornecido aos peixes, provocou pequeno 
estimulo verificado a partir do segundo dia de experimentação, 
caracterizado pelo aumento dos movimentos natatórios, às 10:00 e 
às 16:00 horas. Porém, os peixes não se alimentaram até 72 horas 
após a administração da droga; somente apôs 96 horas, esse 
comportamento tornou-se mais frequente. Dessa forma, TAGATZ 
(1976), estudando efeitos dos poluentes em bagres, observou 
evidente redução na alimentação e decréscimo na percepção da 
presença de alimento. SYMONS (1973),em estudo do comportamento de 
Salmo salar exposto ao fenitrotion, notou depressão na taxa de 
alimentação, sem que o mecanismo em curso fosse explicado. 
Alimentação e comportamentos associados com predação 
podem se uma somatória da atividade integrada de receptores da 
gustação, da linha lateral e de receptores visuais, olfatôrios e 
viscerais internos. 0 poluente pode agir em um ou em todos esses 
receptores bem como influenciar o sistema nervoso central 
diretamente, causando alterações na neurotransmissão, como é o 
caso dos compostos organofosforados. 
Além disso, os animais intoxicados, mantiveram-se 
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insensíveis à excitação luminosa não alterando seu processo 
natatòrio no inicio do ciclo luminoso, como ocorre nos peixes não 
intoxicados (Fig. 10). 
Como o Ç. callichthys possui hábitos noturnos, 
geralmente permanecem a maior parte do dia em repouso, como foi 
relatado anteriormente. Porém, os peixes intoxicados demonstraram 
visível incremento no seu período de repouso (em torno de 90%) 
com postura em que permaneceram agrupados uns sobre os outros 
como se quisessem se esconder - ficar "entocados" - comportamento 
esse característico para muitas espécies de peixes. Também, 
apresentaram dificuldade em se manter totalmente apoiados no 
substrato, parecendo que haviam perdido a força e o controle 
sobre si mesmos (Fig. 14). 
Supõe-se que, nessa situação o Ç. callichthys é 
submetido a um processo de redução no ritmo de suas atividades 
fisiológicas normais, que acaba por afetar as relações mutáveis 
que mantêm com o seu meio ambiente. 
Toda a sintomatologia das alterações comportamentais 
citadas, tendeu a melhorar apôs 96 horas de intoxicação, fato que 
está demonstrado nas Figs. 12E a 18E, onde se percebe que a 
curva correspondente aos peixes intoxicados atinge com maior 
frequência, em várias horas do dia, os valores máximos e mínimos 
da curva controle, porém não com total normalidade. 
O acompanhamento da intoxicação pelo Paration metílico 
foi feito com base nas determinações dos níveis de colinesterase 
plasmática de Callichthys callichthys em experimentos em 
duplicata, isto è, com dois lotes de animais tratados de modo 
igual (Figs. 20 e 21). 
Apesar das manifestados tóxicas serem devidas à 
inativação da acetilcolinesterase, a colinesterase plasmática é 
também inativada. Essa inativação e a sua medida proporcionam 
um teste conveniente para detectar o inseticida e monitorar o 
experimento. 
Além disso, determinações da colinesterase plasmática 
proporcionam um método de estudo de intoxicação por 
organofosforado em peixes que evita o sacrifício dos animais, já 
que, na maior parte dos trabalhos que cuidam desse problema, a 
metodologia utilizada indica a necessidade da retirada do cérebro 
dos animais para sua respectiva análise. 
A medida da colinesterase é comumente usada para 
diagnóstico, em laboratório clinico humano, para detectar 
indivíduos expostos a organofosforado. No caso presente, foi 
mudado o substrato utilizado de propioniltiocolina para iodeto de 
acetiltiocolina . Este último se mostrou adequado para a medida 
enzimática do peixe. O sangue humano apresenta uma atividade de 
colinesterase muito superior àquela presente nos peixes. Os 
aspectos cinéticos da colinesterase de plasma de Callichthys 
callichthys bem como a sua purificação são assuntos programados 
para estudos posteriores. 
Nesse particular, o Callichthys callichthys revelou-se 
um animal de experimentação ideal para estudos dessa natureza, 
considerando-se que a colinesterase plasmática mostrou cerca de 
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90% de inibição, apôs 4 horas da administração da droga na 
cavidade celomàtica do peixe. Esse nivel de inibição permaneceu 
inalterado por cerca de 8-9 dias, coincidindo com o pico das 
alterações nos sintomas comportamentais (Figs. 12 a 18), 
caracterizadas por diminuição da atividade natatôria, da 
velocidade de natação, da procura de alimento e da própria 
alimentação, da extensão no tempo de repouso, da perda de 
equilíbrio, da descoordenação das nadadeiras com assincronia da 
natação, do agrupamento em repouso e outros. 
Em outros estudos realizados com peixes e com outros 
organofosforados notou-se que a redução da atividade da 
acetilcolinesterase encefálica foi proporcional à concentração da 
substância administrada. WEISS (1958) estudou em peixes a ação de 
vários compostos organofosforados e as respostas proporcionadas 
pela medida da acetilcolinesterase do encéfalo. Notou que níveis 
baixos de organofosforado podem ser detectados pela medida da 
acetilcolinesterase encefálica. COPPAGE (1972) por sua vez, 
admitiu que somente com 87% de inibição da atividade da 
colinesterase encefálica pode-se admitir a exposição do peixe a 
um composto anticolinesterásico. BENKE & MURPHY (1974) comparam a 
toxicidade do paration etílico e do metílico e do azinfosmetil em 
camundongo e em peixe. O primeiro produziu rápida mudança na 
atividade da acetilcolinesterase apôs injeção intraperitoneal em 
"sunfish". O nivel máximo de inibição foi alcançado com paration 
metílico com 2 a 4 horas, no fim de 4 horas com azinfosmetil e 
apôs 20 horas com paration, apesar dos dois últimos compostos 
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serem mais tóxicos que o primeiro para o peixe. 
A atividade da colinesterase no eritrôcito, nas 
guelras, no coração e no soro de truta foi reduzida com 3 horas 
de exposição ao acefato e de 1 hora apôs exposição ao 
fenitrotion (DUAMGSAWASDI & KLAVERKAMP, 1979). Com metamidofos, a 
inibição da acetilcolinesterase do encèfalo e do fígado foi 
proporcional à concentração do inseticida e ao tempo de 
exposição. Peixes menores começaram a morrer com 40 a 50% de 
inibição da acetilcolinesterase, enquanto os maiores sobreviveram 
a mais de 80% de inibição (CHIN & SUDDERUDDIN, 1979). 
No presente trabalho, a análise comportamental foi 
feita até 120 horas apôs a administração do Folidol 600, enquanto 
que os níveis de colinesterase plasmática foram medidos durante 
37 dias. 
A partir do 8 dia, teve inicio a recuperação dos 
niveis de colinesterase plasmática, consequência provável da 
combinação de fatores como a detoxificação do próprio Paration 
metílico, e da síntese "de novo" da própria colinesterase. No 
34 dia de experimentação, em um dos lotes, e 37 no outro, os 
niveis da enzima ativa atingiram cerca de 90%. 
A reversão dos efeitos dos organofosforados está, 
assim, associada ao fenômeno do envelhecimento da enzima 
fosforilada (MURPHY, 1980). Com alguns compostos, a 
desfosforilação da enzima inibida ocorre muito lentamente. O 
diisopropilfluorofosfato (DFP) é um desses compostos e a taxa de 
regeneração da atividade da colinesterase do tecido de um animal 
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intoxicado coincide com a taxa de ressintese da enzima. 
Exemplificando, em animais envenenados com DFP, a atividade da 
colinesterase plasmática retorna ao normal com vários dias a 
poucas semanas, em razão da substituição relativamente rápida da 
enzima inibida por nova enzima sintetizada no fígado. 
POST E LEASURE (1974) verificaram que o tempo de 
recuperação dos niveis de acetilcolinesterase encefálica foi de 
35 dias para Salmo gairdneri, 42 para Oncorrhynchus kitusch e 25 
para Salvelinus fontinalis. Por outro lado, KOELLE & GILMAN 
(1949) citam que algumas espécies animais podem exigir 3 meses 
para retornar aos niveis enzimáticos normais em músculo e 
cérebro, apôs inibição da colinesterase. 
Houve, portanto, paralelismo muito estreito entre a 
inibição da colinesterase plasmática e os efeitos verificados 
quanto ao comportamento dos animais intoxicados, permitindo 
correlacionar ambos os fenômenos, isto é, o da atividade 
anticolinesterásica do Paration metílico com a sintomatologia 
observada. 
A análise histopatolôgica dos animais intoxicados com 
Folidol 600 mostrou que tanto o parênquima hepático como o 
epitèlio renal são alvos da ação tóxica desse material. Em 
Callichthvs callichthvs a partir de 72 horas da administração do 
Folidol 600, o fígado apresentou áreas de necrose e degeneração 
vacuolar, e o epitélio renal degeneração e necrose dos túbulos 
contornados proximais. 
Em Tilapia rendalli foi verificado, em nosso 
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laboratório, que o Folidol 600 produz intensa vacuolização 
hepática apôs 4 horas de sua administração intracelomática (FANTA 
et al, 1988). 
Entretanto, não há ainda como correlacionar o efeito 
da ação do Folidol 600 sobre a atividade da colinesterase 
plasmática com as lesões causadas ao hepatôcito e ao epitèlio 
renal, que se mostraram comprometidos. Se de um lado, a medida 
dos níveis de colinesterase do plasma pode ser usada com a 
finalidade de monitorar a intoxicação pelo Folidol 600, de 
outra parte, è bem provável que as lesões encontradas sejam o 
o resultado da ação de solventes ou de outros componentes não 
revelados do Folidol 600, sobre o organismo do Callichthys 
callichthys e nada tenham a ver com o Paration metílico 
propriamente dito. 
E admissível, contudo, a possibilidade de que os 
compostos organofosforados, a partir da propriedade que possuem 
de combinar-se com a serina do sitio ativo da colinesterase, 
experimentem propriedade semelhante com resíduos de serina de 
outras proteínas, podendo chegar a comprometer processos normais 
da atividade de órgãos como o fígado e o rim. 
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V. SUMARIO 
Para estabelecer os efeitos biológicos do inseticida 
organofosforado Folidol 600, cujo principio ativo é o Paration 
metílico, foi utilizado,' como animal experimental o Callichthys 
callichthys (LINNAEUS, 1758) (tamboatâ, tamoatà, tambuatá, 
soldado do nordeste), um peixe Siluriforme da família 
Callichthidae, cujo habitat principal è a bacia do rio Paraguai, 
na região do Pantanal Matogrossense. Foram estabelecidos de 
inicio, os parâmetros comportamentais, a atividade enzimática da 
colinesterase plasmática e a morfologia renal e hepática normal 
dos tamboatàs. Os niveis subletais de Folidol 600 foram 
determinados pela administração intracelomàtica de 2000, 1000, 
500 e 250 mg de Folidol 600 por kg de peso do animal, 
correspondendo, respectivamente, a 1080, 540, 270 e 135 mg de 
Paration metílico por kg de peso. Foi verificado que doses de 
Folidol 600 de 2000 e 1000 mg por kg mostraram-se letais para o 
tamboatâ, enquanto que na dose de 500 mg por kg, os animais 
sobreviveram e permitiram análise cuidadosa dos efeitos subletais 
desse organofosforado. Foram estudadas alterações do 
comportamento normal (motilidade, alimentação e respiração) dos 
peixes submetidos à ação do Folidol 600 (500mg/kg de peso) e, 
também,dos animais que receberam óleo de milho, veiculo utilizado 
para administração do organofosforado. O panorama geral da 
intoxicação foi monitorado pela determinação da atividade da 
colinesterase plasmática, a partir de 4 horas da administração do 
inseticida, até 37 dias apôs. Estudos de alterações morfológicas 
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do fígado e do rim foram efetuados em animais dos grupos 
controles (normal e tratados com óleo de milho) e dos animais 
submetidos à ação do Folidol 600, sacrificados 4, 24, 48, 72, 96 
e 120 horas apôs a intoxicação. 
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ABSTRACT 
To establish the biological effects of Folidol 600, an 
organophosphate insecticide, whose active principle is the methyl 
Parathion, the Callichthys callichthys (LINNAEUS, 1758) 
("tamboatA, tamoatA, tambuatA and soldado do nordeste" 
northeast soldier), was used as experimental animal. The 
Callichthys callichthys is a Siluriforme fish from the 
Callichthidae family, whose main habitat is the Paraguay river 
basin at "Pantanal Matogrossense". In the beginning, the 
behavioral parameters were established, as well as the levels of 
the plasmatic cholinesterase and the normal renal and hepatic 
morphology of the "tamboatAs". The sublethal levels of Folidol 
600 were determined by the intracelomatic application of 2000, 
1000, 500, and 250 mg of Folidol 600 per kilo of the animal's 
weight, corresponding respectively to 1080, 540, 270 and 135 mg 
of methyl Parathion per kilo of weight. It was verified that 
doses of Folidol 600 of 2000 and 1000 mg per kilo were proved to 
be lethal for the "tamboatA", while in the 500 mg per kilo dose 
the animals survived, and careful analysis of the sublhetal 
effects of this organophosphate were permitted. Alterations of 
the normal behavior were studied (motility, feeding and 
respiration) of fish submitted to the action of Folidol 600 (500 
mg/kg of weight) and also of the animals that received corn oil-
vehicle used for the administration of Folidol 600. The fish 
intoxication was monitored by the determination of the 
cholinesterase plasmatic activity from 4 hours on of the 
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insecticide administration, until 37 days after. Studies of the 
morphologic alterations of the liver and the kidney were carried 
out with animals of the control group (normal and inoculated with 
corn oil), and of the animals submitted to the action of Folidol 




1 - Dose de 1000 mg por kg de peso de Folidol 600, 
correspondente a 540 mg do composto organofosforado Paration 
metílico por kg de peso, mostrou-se letal para o Callichthys 
callichthys. 
2 - A dose de 500 mg de Folidol 600 por kg de peso, 
correspondente a 270 mg de Paration metilico/kg peso pode ser 
considerada subletal para o Callichthys callichthys. jâ que a 
sobrevivência dos animais testados foi de 100%. 
3 - Na fase aguda do processo de intoxicação, correspondente às 
primeiras 120 horas, apôs a administração do Folidol 600, o 
Callichthys callichthys mostrou alterações comportamentais 
que se caracterizaram pela motilidade diminuida, 
descoordenação motora, com perda de equilíbrio e postura 
alterada e aumento da amplitude dos movimentos respiratórios. 
4 - A colinesterase plasmática do Callichthys callichthys foi 
inibida em cerca de 90% de sua atividade, em medida efetuada 
4 horas apôs a administração do Folidol 600, mantendo-se 
assim durante 8 a 10 dias. 
5 - A partir do décimo dia da administração do Folidol 600, os 
niveis de colinesterase plasmática se elevaram, atingindo 90% 
de atividade do 34° ao 37° dia após o inicio do experimento. 
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6 - Fígado e rim de Callichthys callichthys são alvos da ação 
tóxica do Folidol 600. As lesões tornam-se mais evidentes 
após 120 da administração. 
7 - As lesões evidenciadas pela administração do Folidol 600 em 
Callichthys calllichthys foram, principalmente degeneração 
vacuolar nuclear e necrose focal no figado e degeneração e 
necrose do epitèlio tubular renal, mais acentuada nos 
túbulos contornados proximais. 
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